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I 
 
POVZETEK 
 
Encimi, ki izvirajo iz termofilnih organizmov, so zaradi izjemne stabilnosti zaželeni za 
uporabo v industriji. Eden izmed industrijsko zanimivih encimov je pernizin iz 
hipertermofilne arheje Aeropyrum pernix. Pernizin je subtilizinu podobna zunajcelična 
proteinaza, ki izmed ostalih proteinaz izstopa zaradi zmožnosti razgradnje infektivnih 
prionskih proteinov. Pernizin bi torej bilo možno uporabiti kot sredstvo za čiščenje površin, 
okuženih s prioni, uporaben pa bi bil tudi v živilski ter usnjarski industriji.  
Pernizin je tako kot ostali subtilizini po sintezi sprva v neaktivni proobliki, ki se nato 
avtokatalitično pretvori v aktivno proteinazo. V sklopu doktorskega dela smo proučili proces 
aktivacije propernizina, pri čemer smo pripravili različne mutante tega proteina in preverili 
njihovo zmožnost zvitja ter aktivacije. Ugotovili smo, da aktivacija propernizina obsega več 
stopenj. Sprva se cepi peptidna vez med proregijo in katalitično domeno, kar vodi do 
nastanka avtoprocesiranega kompleksa. Ta zaradi inhibitornega delovanja nekovalentno 
vezane proregije še ni proteolitično aktiven. Aktivacija se zaključi z disociacijo 
avtoprocesiranega kompleksa ter razgradnjo sproščene proregije s katalitično domeno. Za ta 
končni korak aktivacije so potrebni kalcijevi ioni, ki omogočijo zvitje pernizina v urejeno 
konformacijo in ga s tem zaščitijo pred avtolizo. Izkazalo se je, da ima ključno vlogo pri 
stabilizaciji pernizina med aktivacijo edinstvena insercija, ki tvori dodatno mesto za vezavo 
kalcijevega iona na katalitični domeni. Poleg kalcija so za aktivacijo propernizina potrebne 
tudi temperature nad 80 °C. Namreč, sproščeno proregijo destabilizirajo zgolj visoke 
temperature, kar vodi v njeno razgradnjo in zaključek aktivacije. Ugotovili smo, da je glavna 
vloga proregije pernizina pri aktivaciji inhibicija katalitične domene, saj proregija ni vplivala 
tudi na zvitje te domene, kot je to sicer primer pri bakterijskih subtilizinih.  
Optimizirali smo tudi način pridobivanja rekombinantnega pernizina v bakterijah 
Escherichia coli. Agregacijo propernizina v citoplazmi E. coli smo preprečili z usmeritvijo 
sintetiziranega propernizina v periplazemski prostor celic, s čimer smo hkrati tudi 
poenostavili postopek čiščenja te proteinaze. Pernizin, izoliran iz periplazme, je ohranil 
visoko temperaturno stabilnost ter aktivnost. Pripravili smo tudi več različic pernizina, 
skrajšanih z N-konca oziroma C-konca, ter preverili njihovo aktivnost. Rezultati kažejo, da 
so za visoko temperaturno stabilnost pernizina pomembna tudi zunanja področja katalitične 
domene, v katerih so vezavna mesta za kalcijeve ione.  
 
Ključne besede:  subtilizin, Aeropyrum pernix, pernizin, proregija, aktivacija, 
termostabilnost 
 
 
II 
 
ABSTRACT 
 
Enzymes from thermophilic organisms are desired in industrial applications, due to their 
exceptional stability. One of the industrially relevant enzymes is pernisin from the 
hyperthermophilic archaeon Aeropyrum pernix. Pernisin is a subtilisin-like proteinase that 
stands out among other proteinases due to its prion protein degrading activity. Therefore, 
pernisin might be used for cleaning different surfaces contaminated with prions, as well as 
in food and leather industry. 
As for other subtilisins, pernisin is synthesized in its inactive proform, which is then 
autocatalitically converted into the active proteinase. In this thesis we investigated the 
activation process of propernisin. We prepared different propernisin mutants and analyzed 
their folding and activation capability. We found out that propernisin activation proceeds in 
several steps. First, the peptide bond between the propeptide and the catalytic domain is 
autocatalitically cleaved, resulting in proteolytically inactive non-covalent complex of the 
propeptide and the catalytic domain. The activation is completed upon dissociation of the 
autoprocessed complex and degradation of the released propeptide with the catalytic domain. 
For this final activation step, calcium ions are needed since they enable pernisin to fold into 
ordered conformation, which is protected against autodegradation. Importantly, the unique 
insertion that forms an additional calcium ion binding site within the catalytic domain is 
essential for pernisin stability during the activation. Besides calcium ions, also temperatures 
above 80 °C are required for the complete activation, as the released propeptide is 
destabilized at high temperatures only, which eventually leads to propeptide degradation. 
The major role of the pernisin propeptide is inhibition of the catalytic domain during the 
activation. Interestingly, the propeptide did not show any chaperoning activity, which is 
commonly observed in bacterial subtilisins.  
We also optimized preparation of recombinant pernisin in Escherichia coli. Aggregation of 
propernisin in cytoplasm was prevented by translocation of produced propernisin in 
periplasmic space. Consequently, this strategy simplified isolation procedure of this 
proteinase. Pernisin that was isolated from the periplasm was highly thermostable and active. 
Additionally, different N-terminally and C-terminally truncated variants of pernisin were 
prepared and analyzed for their proteolytic activities. Based on our results, the outer regions 
of the catalytic domain with calcium binding sites are  important for pernisin thermostability.  
 
Keywords:  subtilisin, Aeropyrum pernix, pernisin, propeptide, activation, 
thermostability 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Å        angstrem, 10-10 m 
A280      absorbanca pri valovni dolžini 280 nm 
A410      absorbanca pri valovni dolžini 410 nm 
A440      absorbanca pri valovni dolžini 440 nm 
AEBSF     4-(2-aminoetil)benzensulfonil fluorid hidroklorid 
APS      amonijev persulfat  
BSA      goveji serumski albumin (angl. »bovine serum albumin«)  
C       karboksi- 
CD      cirkularni dikroizem 
Da      dalton 
deg      stopinja 
dH2O     destilirana voda 
DMSO     dimetil sulfoksid 
DNA      deoksiribonukleinska kislina 
dNTP     deoksiribonukleotid trifosfat 
DTT      ditiotreitol 
EDTA     etilendiamintetraocetna kislina  
× g      sila centrifugiranja 
HCl      klorovodikova kislina 
HEPES     4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
His6      histidinska oznaka iz šestih ostankov 
His10      histidinska oznaka iz desetih ostankov 
ID      identifikacijska številka   
IPTG     izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
kcat      pretvorbeno število 
KM      Michaelisova konstanta 
l       dolžina 
LB      gojišče »lysogeny broth« 
MES      2-(N-morfolino)etansulfonska kislina 
MMRW     povprečna molekulska masa 
Mw      molekulska masa 
MWCO     angl. »molecular weight cut-off« 
N       amino- 
NaDS     natrijev dodecilsulfat 
OD600     optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. »polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
PCR      verižna reakcija s polimerazo (angl. »polymerase chain reaction«) 
PDB      podatkovna zbirka zgradb proteinov (angl. »Protein Data Bank«) 
PEG      polietilen glikol 
IV 
 
PMSF     fenilmetilsulfonil fluorid 
RNA      ribonukleinska kislina 
rpm      vrtljaji na minuto (angl. »revolutions per minute«) 
SOB      gojišče »Super Optimal Broth« 
SP      signalni peptid 
Suc-AAPF-pNA  N-sukcinil-Ala-Ala-ProPhe p-nitroanilid 
TCA      triklorocetna kislina 
TEMED    tetrametiletilendiamin 
Tris      Tris(hidroksimetil)aminometan 
U       enota encimske aktivnost 
UV      ultravijolično 
Vmax      maksimalna hitrost reakcije 
ΔG      prosta entalpija 
ε410      molarni absorpcijski koeficient pri valovni dolžini 410 nm 
γ       masna koncentracija  
θizm       izmerjena eliptičnost 
[θ]      povprečna molarna eliptičnost aminokislinskega ostanka 
% v/v     odstotek volumna na volumen 
% w/v     odstotek mase na volumen 
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1 UVOD 
 
1.1 SUBTILIZINI 
1.1.1 Odkritje subtilizina 
Pred dobrimi sedemdesetimi leti sta raziskovalca iz laboratorija Carlsberg na Danskem pri 
proučevanju pretvorbe ovalbumina v plakalbumin ugotovila, da je bila ta pretvorba posledica 
delovanja proteolitičnega encima iz bakterij Bacillus, ki so kontaminirale njune založne 
raztopine ovalbumina [1]. Tekom nadaljnjih raziskav so omenjeni encim izolirali, ga 
opredelili kot proteazo ter poimenovali subtilizin, misleč da so encim izolirali iz bakterij 
vrste Bacillus subtilis [2]. V tem obdobju so različne raziskovalne skupine opisale subtilizinu 
podobne proteaze iz različnih vrst bakterij rodu Bacillus, med katerimi je bil poleg 
subtilizina Carlsberg v največji meri proučevan še subtilizin BPN'. Prvotno so subtilizina 
Carlsberg in BPN' pripisali različnim sevom bakterij iste vrste, Bacillus subtilis [2, 3], čeprav 
sta se aminokislinski zaporedji teh dveh proteaz razlikovali v 30 % aminokislinskih ostankov 
[4]. Kasneje se je izkazalo, da subtilizina Carlsberg in BPN' pravzaprav izvirata iz različnih 
vrst bakterij rodu Bacillus. Keay in Moser [5] sta ugotovila, da subtilizin Carlsberg izvira iz 
vrste Bacillus licheniformis. Bakterije, iz katerih je bil izoliran subtilizin BPN', pa so kasneje 
uvrstili v vrsto B. amyloliquefaciens [6, 7]. Zaradi zastopanosti teh proteaz v različnih vrstah 
rodu Bacillus sta Keay in Moser [5] predlagala njihovo ustreznejše poimenovanje, in sicer 
kot bacilopeptidaze. Kljub temu se je uveljavilo ime subtilizini, ki ga uporabljamo še danes. 
 
1.1.2 Družina subtilaz 
Subtilizin spada med serinske proteaze, ki so široko razširjene v vseh domenah življenja in 
predstavljajo dobro tretjino vseh proteaz [8]. V podatkovni bazi proteaz MEROPS [9] so 
serinske proteaze na podlagi podobnosti njihovih aminokislinskih zaporedij razdeljene v 54 
družin. Od teh sta najbolj proučeni družina tripsinu podobnih proteaz (družina S1) ter 
družina subtilizinu podobnih proteaz (družina S8). Siezen in sod [10] so predlagali 
poenoteno poimenovanje subtilizinu podobnih proteaz kot subtilaze. Predstavniki subtilaz 
so prisotni tako v bakterijah in arhejah, kot tudi v evkariontih. Siezen in Leunissen [11] sta 
subtilaze na podlagi homologij njihovih katalitičnih domen razčlenila v šest poddružin (slika 
1); subtilizini, termitaze, proteinaze K, lantibiotične peptidaze, keksini in pirolizini. Naštete 
poddružine subtilaz imajo podobno organizirano terciarno zgradbo, poleg tega pa imajo 
ohranjeno tudi katalitično triado iz aspartatnega, histidinskega ter serinskega ostanka. Ostali 
aminokislinski ostanki katalitičnih domen subtilaz precej variirajo, kar se odraža v različnem 
številu insercij oziroma delecij, disulfidnih vezi ter mest za vezavo ionov Ca2+, pa tudi v 
razlikah znotraj mest za vezavo substratov [11]. Subtilaze mikrobnega izvora, npr. subtilizini 
in termitaze, so večinoma zunajcelične ter nespecifične endoproteinaze, ki mikrobom 
1 Uvod 
2 
  
omogočajo rast na proteinskih virih hranil [11], v nekaterih primerih pa tudi virulenco [12, 
13]. Subtilaze višjih evkariontov, na primer keksini, pa delujejo bolj specifično, in sicer kot 
aktivatorji prekurzorjev peptidnih hormonov, celičnih receptorjev in rastnih faktorjev [14, 
15].  
 
 
Slika 1: Družinsko drevo družine subtilaz. Prirejeno po [11].  
 
1.1.3 Zgradba 
Zunajcelični subtilizini so sestavljeni iz signalnega peptida, proregije ter katalitične domene 
(slika 2) [16, 17]. Subtilizini so po sintezi v neaktivni proobliki, ki se nato s signalnim 
peptidom na N-koncu izloči skozi celično membrano v zunajcelični prostor [11]. Peptidaze 
gostiteljske celice ob prehodu prosubtilizina v zunajcelični prostor odcepijo njegov signalni 
peptid. Zunaj celice se proregija avtokatalitično odcepi in razgradi, prosta katalitična domena 
pa je tako pripravljena na razgradnjo proteinskih substratov [11]. Proces aktivacije 
prosubtilizinov je podrobneje opisan v poglavju 1.3.  
 
 
Slika 2: Shematski prikaz zgradbe prosubtilizina E. Prosubtilizin E je sestavljen iz signalnega peptida (S; 
Met1-Ala29), proregije (Ala1-Tyr77) in katalitične domene (Ala1-Gln275). Prikazani so tudi položaji katalitične 
triade (Asp32, His64 in Ser221).  
 
Katalitična domena 
Tridimenzionalno zgradbo katalitične domene bakterijskega subtilizina so prvi določili 
Wright in sod. [18]. Katalitična domena subtilizina BPN' je sestavljena iz osmih α-vijačnic 
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(vijačnice αA-αH) ter osrednje, ukrivljene β-ploskve iz sedmih paralelnih β-trakov (slika 3). 
Stranske verige aminokislinskih ostankov, ki gradijo osrednjo β-ploskev, tvorijo hidrofobno 
jedro katalitične domene. Skozi središče katalitične domene sega najdaljša α-vijačnica (αF), 
ki na N-koncu vsebuje katalitični serinski ostanek (Ser221). Notranjost katalitične domene 
tvori tudi vijačnica αC s katalitičnim histidinskim ostankom (His64), preostale vijačnice pa 
so na površini (slika 3) [18]. Katalitično triado tvorijo ostanki Ser221 (na vijačnici αF), His64 
(na vijačnici αC) ter Asp32 (na osrednji β-ploskvi). Tridimenzionalna zgradba sorodnega 
subtilizina Carlsberg je skoraj povsem enaka zgradbi subtilizina BPN', razlikuje se le v 
področjih površinskih zank [19, 20], kakor so iz primerjave aminokislinskih zaporedij 
predvideli že Wright in sod. [18].  Podobno so zgrajeni tudi subtilizini ostalih vrst bakterij 
Bacillus, npr. subtilizin E iz bakterij B. subtilis [21] in subtilizin BL iz bakterij B. lentus [22].  
 
 
Slika 3: Tridimenzionalna zgradba katalitične domene subtilizina BPN'. Prikazana je kristalna zgradba, 
določena v [23] (PDB ID: 1AK9). Osrednja β-ploskev katalitične domene je obarvana rožnato. Z modro so 
obarvane α-vijačnice αC, αD, αE in αF, ki skupaj z osrednjo β-ploskvijo tvorijo jedro katalitične domene. Z 
zeleno so prikazane stranske verige aminokislinskih ostankov, ki sestavljajo katalitično triado (Ser221, His64, 
Asp32). Kalcijeva iona, vezana v mesti Ca1 in Ca2, sta prikazana z rdečima kroglama. Z rdečo so prikazane 
stranske verige ostankov Gln2, Asp41, Glu195 in Asp197, ki sodelujejo pri vezavi ionov Ca2+ v mesti Ca1 
oziroma Ca2. 
 
Pomembno vlogo pri stabilizaciji katalitičnih domen subtilizinov imajo zemljoalkalijski 
kovinski ioni Ca2+ [24, 25]. Subtilizini iz bakterij Bacillus vsebujejo po dve vezavni mesti 
za Ca2+; mesto z visoko afiniteto Ca1 ter mesto z nizko afiniteto Ca2. V subtilizinu Carlsberg 
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mesto Ca1 tvori površinska zanka, sestavljena iz ostankov Ala74-Leu82, skupaj z ostankom 
Gln2 z N-konca katalitične domene. Kalcijev ion v tem mestu koordinirajo kisikovi atomi 
peptidnega ogrodja omenjene površinske zanke ter karbonilni kisik ostanka Gln2. Pri vezavi 
Ca2+ v tem mestu sodeluje tudi karboksilna skupina stranske verige ostanka Asp41 [20, 26]. 
Mesto Ca1 je ohranjeno tudi v ostalih bakterijskih subtilizinih, na primer v subtilizinu BPN' 
[25, 27], subtilizinu E [28] ter subtilizinu BL [22]. Mesto Ca2 je v subtilizinu BPN' v plitki 
reži, kjer ion Ca2+ s kisikovimi atomi koordinirata le dva ostanka (Glu195 ter Asp197) ter štiri 
molekule vode [25]. Posledično ima to mesto približno 106-krat nižjo vezavno konstanto  za 
Ca2+ v primerjavi z mestom Ca1; pri mestu Ca1 ta vrednost znaša 108 M-1, pri mestu Ca2 pa 
101,5 M-1 [25, 23]. Bode in sod. [20] so na podlagi kristalografskih podatkov subtilizina 
Carlsberg predvideli mesto Ca2 v sosednji zanki glede na mesto Ca2 v subtilizinu BPN'. 
Šibko vezavno mesto Ca2 je prisotno tudi v subtilizinu E [28].  
  
Proregija 
Proregija subtilizina je kompaktna domena, sestavljena iz dveh α-vijačnic ter β-ploskve iz 
štirih antiparalelnih β-trakov (slika 4). β-ploskev proregije nalega na paralelni α-vijačnici 
αD in αE katalitične domene. Karboksilni skupini ostankov Glu69 ter Asp71 na proregiji 
pokrivata N-konca α-vijačnic αD in αE na katalitični domeni in ju tako stabilizirata. 
Interakcijo med proregijo in katalitično domeno stabilizirajo tudi vodikove vezi med 
stransko verigo Glu112 na katalitični domeni ter amidnimi skupinami polipeptidnega ogrodja 
kompaktne domene proregije [29]. β-trak na C-koncu proregije sega izven kompaktne 
domene proregije ter skupaj z β-trakom na katalitični domeni tvori antiparalelno β-ploskev. 
Skrajni del C-konca proregije nalega v režo z aktivnim mestom na katalitični domeni  in pri 
tem tvori več vodikovih vezi, med drugim tudi z ostanki katalitične triade [28]. C-konec 
proregije je umeščen v aktivno mesto podobno  kot proteinski inhibitorji, ki zavirajo 
aktivnost subtilizina [29, 27], kar pojasnjuje inhibitorno aktivnost proregije. Zgradba 
katalitične domene v kompleksu s proregijo se ne razlikuje od zgradbe proste katalitične 
domene, z izjemo ostankov, katerih konformacija se spremeni pri tvorbi prej omenjenih 
interakcij s proregijo [29].   
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Slika 4: Tridimenzionalna zgradba avtoprocesiranega prosubtilizina BPN'. Prikazana je kristalna zgradba, 
določena v [29] (PDB ID:  1SPB). Proregija je obarvana z oranžno, katalitična domena pa z modro barvo. S 
črno so označene stranske verige aminokislinskih ostankov proregije Glu69 ter Asp71, ki pokrivata N-konca 
α-vijačnic αE in αD na katalitični domeni. S črno je označen tudi aminokislinski ostanek Glu112 na katalitični 
domeni, ki prav tako prispeva k interakciji med proregijo in katalitično domeno. S črko C je označeno 
C-končno področje proregije, ki nalega v aktivno mesto, ter C-konec katalitične domene. Črka N označuje 
N-konca proregije ter katalitične domene. Stranske verige aminokislinskih ostankov katalitične triade (Ala221, 
His64 in Asp32) so prikazane z zeleno. 
 
1.1.4 Katalitični mehanizem  
Področje za vezavo substrata 
Proteinski substrati se vežejo v režo na površini katalitične domene, znotraj katere je 
katalitična triada. V režo se veže šest aminokislinskih ostankov (P4-P2') polipeptidne verige 
substrata. Polipeptidno ogrodje področja substrata, ki obsega ostanke P4-P1, je v režo vezano 
s številnimi vodikovimi vezmi, C-končni del substrata (ostanka P1' ter P2') pa je vezan 
šibkeje. Znotraj reže za vezavo substrata so štirje žepi (S2', S1, S2 ter S4), v katere se 
umestijo stranske verige ustreznih ostankov substrata (slika 5). Stranski verigi ostankov P1' 
ter P3 nista vezani v nobenega izmed značilnih žepov na encimu, temveč sta usmerjeni proti 
topilu. Specifičnost subtilaz je v največji meri odvisna od aminokislinskih ostankov, ki 
tvorijo omenjene žepe v reži za vezavo substratov [11]. Navkljub široki specifičnosti 
subtilizina se v žepa S1 ter S4 preferenčno vežejo velike ter hidrofobne stranske verige 
ostankov P1 ter P4 na substratu [30, 31]. 
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Slika 5: Vezava polipeptidnega substrata v katalitično domeno subtilizina. Prirejeno po [11]. Stranske verige 
aminokislinskih ostankov substrata so označene s P2'-P4. Mesta za vezavo substrata na katalitični domeni so 
označena s S2'-S4. Znotraj mest S2'-S4 so označeni aminokislinski ostanki, ki so neposredno udeleženi v 
vezavo substrata. Aminokislinski ostanki so številčeni glede na subtilizin BPN'. Pikčaste črte ponazarjajo 
vodikove vezi med katalitično domeno in substratom. Peptidna vez v substratu, ki se cepi, je označena s cik-cak 
črto. Označeni so tudi ostanki, ki tvorijo katalitično triado (S221, H64 in D32).  
 
Hidroliza peptidne vezi 
Hidrolitično cepitev peptidne vezi vezanega substrata v subtilizinu vrši katalitična triada 
Ser221-His64-Asp32. Geometrijska razporeditev teh ostankov je skladna z razporeditvijo 
ostankov katalitične triade tripsina (slika 6), navkljub povsem drugačnima zgradbama teh 
dveh serinskih proteaz [32]. To priča o neodvisni, konvergentni evoluciji subtilizina in 
tripsina proti enakemu katalitičnemu mehanizmu. 
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Slika 6: Primerjava katalitične triade subtilizina in kimotripsina. (A) Katalitična triada subtilizina (Ser221, His64, 
Asp32) na kristalni zgradbi subtilizina BPN', določene v [33] (PDB ID: 1SBT). (B) Katalitična triada 
kimotripsina (Ser195, His57, Asp102) na kristalni zgradbi kimotripsina, določene v [34] (PDB ID: 1AB9). 
Stranske verige aminokislinskih ostankov, ki tvorijo katalitično triado, so obarvane zeleno.  
Do hidrolize pride tako, da kisik iz hidroksilne skupine Ser221 v subtilizinu nukleofilno 
napade ogljikov atom karbonilne skupine ostanka P1, ki tvori peptidno vez med P1' in P1 v 
substratu (R-P1-P1'-R). Pri tem pride do nastanka tetrahedralnega intermediata med Ser221 
ter substratom. To reakcijo katalizira His64, katerega imidazolni obroč deluje kot splošna 
baza, ki hidroksilni skupini Ser221 odvzame proton (se ionizira) in omogoči nukleofilno 
adicijo Ser221 na substrat. Nato pride do razpada tetrahedralnega intermediata, pri čemer se 
cepi peptidna vez med ostankoma P1 in P1' v substratu. Ta korak katalizira ionizirani 
imidazolni obroč His64, iz katerega se vodikov proton prenese na prosto amino-skupino 
razcepljene peptidne vezi substrata. Ob tem C-terminalni del substrata (P1'-R) zapusti encim, 
N-končni del substrata (R-P1) pa s karbonilnim ogljikom ostanka P1 ostane vezan na Ser221. 
Nato molekula vode nukleofilno napade karbonilni ogljikov atom ostanka P1, ki je povezan 
s Ser221. Pri tem nastane drugi tetrahedralni intermediat. To nukleofilno adicijo vode znova 
katalizira imidazolni obroč His64, ki molekuli vode odvzame proton. Prebitni elektroni na 
kisikovem atomu karbonilnega ogljika ostanka P1 se nato razporedijo v dvojno vez s tem 
ogljikom, pri tem pa se substrat R-P1 sprosti s Ser221. Ionizirani His64 nato protonira prosti 
kisikov atom stranske verige Ser221, s čimer katalitična triada postane pripravljena na nov 
cikel cepitve peptidne vezi. Aspartatni ostanek katalitične triade Ser221-His64-Asp32 ni 
neposredno udeležen v hidrolizo, temveč stabilizira ter vzdržuje pravilno konformacijo 
imidazolnega obroča ostanka His64 [35-37]. 
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1.2 TEMPERATURNA STABILNOST SUBTILIZINOV 
Subtilizini so prisotni v okoljih z različnimi temperaturami, saj izvirajo tako iz mezofilnih, 
kot tudi iz (hiper)termofilnih in psihrofilnih mikrobov. Psihrofilni subtilizini so manj 
temperaturno stabilni od mezofilnih in (hiper)termofilnih, vendar imajo pri nižjih 
temperaturah višjo aktivnost kot njihovi homologi iz okolij z višjimi temperaturami [38-40]. 
Obratno velja za (hiper)termofilne subtilizine, ki imajo izrazito višjo temperaturno stabilnost 
od mezofilnih in psihrofilnih subtilizinov, posledično pa tudi višjo aktivnost pri visokih 
temperaturah [41-44].  
V poglavju  1.1.3 smo že omenili, da je za stabilnost mezofilnih subtilizinov iz bakterij 
Bacillus pomembna vezava ionov Ca2+ v mesti Ca1 in Ca2 na katalitični domeni. Vezava 
Ca2+ v mesto Ca1 poviša temperaturo denaturacije subtilizina BPN' iz 59 °C na 79 °C [23], 
mesto Ca2 pa prav tako prispeva k stabilnosti katalitične domene [24, 25]. Namreč, subtilizin 
z vezanim ionom Ca2+ v mestu Ca2 100-krat počasneje izgubi aktivnost pri 65 °C kot brez 
vezanega Ca2+ v tem mestu [25]. Smith in sodelavci [45] so ugotovili, da termostabilna 
subtilaza iz bakterij Bacillus sp. Ak.1 vsebuje še tretje mesto za vezavo Ca, ki naj bi bilo 
odgovorno za višjo temperaturno stabilnost te subtilaze v primerjavi z mezofilnimi 
subtilizini [46]. Pomembna vloga ionov Ca2+ pri stabilizaciji subtilizinov je očitna tudi iz 
hipertermostabilnega Tk-subtilizina, ki vsebuje sedem mest za vezavo ionov Ca2+ znotraj 
različnih površinskih zank [47]. Mesto Ca1 iz Tk-subtilizina je ohranjeno visoko-afinitetno 
mesto Ca1 iz mezofilnih subtilizinov [47, 48], in prav tako prispeva k stabilnosti 
Tk-subtilizina. Poleg tega mesta pa sta za visoko temperaturno stabilnost Tk-subtilizina 
ključni tudi mesti Ca6 in Ca7, ki v mezofilnih subtilizinih nista prisotni [49]. Mesto Ca6 je 
sicer ohranjeno tudi v mezofilni subtilizinu podobni proteazi iz bakterije B. sphaericus [50] 
ter v psihrofilnem subtilizinu S41 iz bakterije Bacillus TA41 [51], kjer verjetno prav tako 
sodeluje pri stabilizaciji katalitične domene. Vsa tri mesta, ki stabilizirajo Tk-subtilizin, z 
vezavo Ca2+ znižajo fleksibilnost površinskih zank, znotraj katerih so [49].  
Pri mezofilnih subtilizinih visoko-afinitetno mesto Ca1 nastane šele po avtoprocesiranju [52] 
(podrobneje opisano v poglavju 1.3.1), pri Tk-subtilizinu pa je to mesto prisotno že pred 
avtoprocesiranjem, in sicer zaradi insercije na N-koncu katalitične domene [48]. Ta insercija 
z vezavo Ca2+ torej zagotovi visoko temperaturno stabilnost še neprocesiranega 
proTk-subtilizina [53]. Insercije, ki z vezavo Ca2+ stabilizirajo katalitično domeno, so 
značilne tudi za ostale termofilne subtilaze, kot sta na primer pirolizin [54] in proteaza 
WF146 [55, 56]. Vezava kalcijevih ionov kot determinanta stabilnosti pa ni značilna le za 
termofilne subtilizine. Namreč, mesta za vezavo Ca2+ vsebujejo tudi psihrofilni subtilizini, 
kot sta subtilizin S41 in subtilizin VPR, kjer so prav tako pomembna za stabilnost katalitične 
domene [57, 58]. Vendar pa naj bi bila mesta za vezavo Ca2+ v psihrofilnih subtilizinih 
šibkejša kakor v njihovih mezofilnih in (hiper)termofilnih homologih [38, 40, 58]. 
Poleg vezave zemljoalkalijskih kovinskih ionov Ca2+ subtilizine stabilizirajo tudi druge 
interakcije. Termostabilni proteini so v splošnem prilagojeni na višje temperature na mnogo 
različnih načinov. Za proteine iz (hiper)termofilnih mikroorganizmov je tako na primer 
značilno večje število ionskih interakcij, vodikovih in disulfidnih vezi, kompaktnejše 
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hidrofobno jedro z večjim deležem hidrofobnih interakcij, več nabitih polarnih ostankov na 
površini, stabilizirani N- in C-konci ter višja rigidnost zgradbe proteina [59-63]. Primerjava 
psihrofilnih, mezofilnih in termofilnih subtilizinov sicer razkrije, da so njihove 
tridimenzionalne zgradbe v osnovi enake [48, 51]. Posledično razlogi za prilagojenost 
subtilizinov na različne temperature iz samih zgradb niso očitni. Kljub temu je iz številnih 
raziskav razvidno, da so termofilni subtilizini prilagojeni na višje temperature na različne 
načine. Poleg močnih vezavnih mest za ione Ca2+ termofilne subtilizine v primerjavi z 
njihovimi mezofilnimi ter psihrofilnimi homologi stabilizira tudi višje število elektrostatskih 
[64, 65], hidrofobnih [66, 67] ter aromatskih interakcij [40, 68], kar verjetno vodi v večjo 
rigidnost njihove zgradbe [69-72].  
 
1.3 AKTIVACIJA PROSUBTILIZINOV 
Za proteaze je značilna kompaktna ter stabilna konformacija, ki prepreči njihovo 
denaturacijo v zahtevnih zunajceličnih pogojih. Z vidika termodinamike je na poti razvitja 
stabilnih proteaz prisotno prehodno stanje z visoko aktivacijsko prosto energijo, ki znatno 
oteži porušenje konformacije proteaz (slika 7). Posledično velja, da morajo proteaze 
premagati visoko energijsko bariero tudi pri zvitju. Večina stabilnih proteaz vsebuje 
proregijo, ki deluje kot intramolekulski šaperon. Ta z znižanjem energijske bariere zvitja 
katalitične domene omogoči, da proteaza zavzame aktivno ter stabilno konformacijo [73]. 
Proregija poleg šaperonske vloge opravlja tudi vlogo inhibitorja katalitične domene. S tem 
proregija prepreči proteolitično delovanje proteaze znotraj celice, ki bi sicer vodilo do 
uničenja celice. Da proteaze postanejo po izločanju iz celice aktivne, se mora torej proregija 
odcepiti in razgraditi. Proces aktivacije proteaz je v resnici kompleksen in natančno 
reguliran. Proces aktivacije, oziroma zorenja prosubtilizinov je bil predmet številnih 
raziskav, katerih ugotovitve prispevajo tudi k razumevanju aktivacije ostalih serinskih 
proteaz. V nadaljevanju je opisan proces aktivacije prosubtilizinov iz mezofilnih bakterij 
Bacillus ter proTk-subtilizina iz hipertermofilne arheje Thermococcus kodakarensis.  
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Slika 7: Energijske bariere pri aktivaciji prosubtilizina. Prirejeno po [73]. 
 
1.3.1 Mehanizem aktivacije mezofilnega prosubtilizina  
Avtokatalitični proces aktivacije prekurzorja (prooblike) bakterijskih subtilizinov sestoji iz 
treh glavnih korakov (slika 8); (i) zvitja katalitične domene, (ii) cepitve peptidne vezi med 
proregijo in katalitično domeno (avtoprocesiranje) ter (iii) sprostitve in razgradnjo proregije.  
 
Zvitje 
Po sintezi se katalitična domena prosubtilizina sprva spontatno zvije v razrahljani klobčič, 
ki predstavlja vmesni intermediat končnega zvitja. Ta intermediat zavzame enako 
sekundarno zgradbo kot končno zvita katalitična domena, ne tvori pa tudi urejene terciarne 
zgradbe [75]. Dokončno zvitje katalitične domene v aktivno konformacijo z urejeno 
terciarno zgradbo omogoči proregija [76], ki je tudi nujna za nastanek aktivnega subtilizina 
in vivo [77]. Prosta proregija je nestrukturirana ter zavzame sekundarno zgradbo le ob 
interakciji s katalitično domeno [76]. Interakcija proregije s katalitično domeno je torej 
dinamična, saj nepopolno zvita katalitična domena inducira zvitje proregije, ki nato omogoči 
avtoprocesiranje prosubtilizina in dokončno zvitje katalitične domene [78].  
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Slika 8: Model aktivacije prosubtilizina. Prirejeno po [74]. Trans-razgradnja se nanaša na razgradnjo 
nekovalentno vezane proregije v avtoprocesiranem kompleksu s strani zrelega subtilizina. KDH: korak, ki 
določa hitrost aktivacije.  
 
Avtoprocesiranje 
V neprocesiranem prosubtilizinu C-konec proregije nalega v aktivno mesto katalitične 
domene in jo tako inhibira [79]. Katalitična triada Ser221-His64-Asp32 sproži cepitev peptidne 
vezi, ki povezuje C-konec proregije z N-koncem katalitične domene. To avtoprocesiranje 
vodi do nastanka nekovalentnega kompleksa proregije in katalitične domene [79-81]. Ob 
avtoprocesiranju katalitična domena zavzame bolj kompaktno konformacijo z višjim 
deležem terciarne zgradbe [82]. Pri tem se preuredi tudi N-konec katalitične domene, ki se 
pomakne proti sosednji površinski zanki, s katero zatem tvori mesto za vezavo Ca2+ Ca1 
[52]. Avtoprocesirani kompleks proregije in katalitične domene je neaktiven, saj C-konec 
proregije še vedno zaseda aktivno mesto (Slika 4) [27, 29, 83]. Proregija na tej stopnji 
procesa aktivacije torej deluje kot inhibitor, čemur priča tudi zmožnost inhibicije že 
aktiviranega subtilizina z dodano proregijo in trans [84, 85]. Fu in sodelavci [86] so pokazali, 
da sta različni vlogi proregije (vloga šaperona ter vloga inhibitorja) med seboj neodvisni, saj 
na katalitično domeno delujeta preko drugačnih interakcij.  
 
Sprostitev in razgradnja proregije 
Zadnji korak aktivacije, sprostitev odcepljene proregije s katalitične domene ter njena 
razgradnja, določa hitrost celotnega procesa aktivacije [74, 87].  Ko se proregija sprosti z 
avtoprocesiranega kompleksa, se destabilizira in postane dovzetna za razgradnjo s 
katalitično domeno, kar vodi v končno aktivacijo subtilizina. Prva aktivirana molekula 
subtilizina, ki je že razgradila lastno proregijo (cis-razgradnja), napade in razgradi tudi 
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proregije v ostalih avtoprocesiranih kompleksih (trans-razgradnja). S prvo aktivno molekulo 
subtilizina se torej sproži eksponentna kaskada aktivacije [74]. Zanimivo je, da je disociacija 
proregije s katalitične domene naključni dogodek, od katerega je torej odvisen pričetek 
aktivacijske kaskade [87]. Kljub očitni stohastičnosti procesa aktivacije pa so hitrostne 
konstante posameznih korakov aktivacije med seboj ustrezno usklajene. Čeprav je 
disociacija proregije naključna, je ta v povprečju bistveno počasnejša od zvitja in 
avtoprocesiranja prekurzorjev subtilizina (slika 9) [74, 87]. S tem nekovalentno vezana 
proregija zagotovi, da se čim večji delež molekul prekurzorja subtilizina avtoprocesira, še 
preden se proregija sprosti s prve molekule. Namreč, neprocesirane molekule prosubtilizina 
so dovzetne za razgradnjo z aktiviranim subtilizinom, avtoprocesirani kompleksi pa so 
proteolitično stabilni [52, 74]. V primeru, da bi se prve molekule prosubtilizina aktivirale še 
preden bi se ostale molekule uspele avtoprocesirati, bi aktivne molekule razgradile 
neprocesirane, kar bi znižalo končni delež aktiviranih molekul [74, 86, 87]. Proregija tako 
ni pomembna zgolj pri zvitju katalitične domene ter zaščiti znotrajceličnih proteinov pred 
razgradnjo, ključna je tudi pri zagotavljanju visokega izkoristka aktivacije prosubtilizina. Z 
razgradnjo proregije se tudi prepreči njeno delovanje v obratni smeri, torej v smeri razvitja 
katalitične domene. Aktivirane molekule tako po razgradnji proregije obstanejo v stabilni, 
aktivni konformaciji [73], kar potrjuje dovršenost in učinkovitost avtokatalitičnega procesa 
aktivacije prosubtilizina.  
 
  
Slika 9: Modelirani proces aktivacije prosubtilizina. Prirejeno po [87]. (A) Pot aktivacije prosubtilizina. D, 
denaturirani prosubtilizin; R, razgradnja; Z, zvit prosubtilizin; Pz, zvita proregija; Pd, denaturirana proregija; 
K, zvita katalitična domena; kz, hitrost zvitja; kavto, hitrost avtoprocesiranja; Ka, konstanta asociacije proregije 
s katalitično domeno; kr1, hitrost razgradnje sproščene proregije; kr2, hitrost razgradnje avtoprocesiranega 
kompleksa s prosto katalitično domeno; kr3, hitrost razgradnje neprocesiranega prosubtilizina s prosto 
katalitično domeno; kr4, hitrost razgradnje denaturiranega prosubtilizina s prosto katalitično domeno. Zvitje 
prosubtilizina in vezava proregije na katalitično domeno sta reverzibilna in določata hitrost aktivacije (modre 
puščice). Sprostitev proregije je ponazorjena z rdečimi puščicami. Zelene puščice označujejo razgradnjo 
različnih zvrsti (sproščene proregije, proregije v avtoprocesiranem kompleksu, neprocesiranega prosubtilizina 
in denaturiranega propernizina) s prosto katalitično domeno. (B) Modelirano spreminjanje zastopanosti 
denaturiranega (rdeča krivulja), zvitega (modra krivulja) ter avtoprocesiranega (zelena krivulja) prosubtilizina 
in aktivnega subtilizina (črna krivulja) tekom procesa aktivacije.  
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1.3.2 Aktivacija hipertermofilnega proTk-subtilizina 
Tk-subtilizin je zunajcelična proteinaza hipertermofilne arheje T. kodakarensis [88]. Gre za 
enega bolj proučenih hipertermofilnih subtilizinov, z dodobra opisanim mehanizmom 
aktivacije. ProTk-subtilizin je prav tako kot mezofilni bakterijski prosubtilizini sestavljen iz 
signalnega peptida, proregije ter katalitične domene [41]. Drugače kakor pri mezofilnih 
prosubtilizinih, proces aktivacije proTk-subtilizina sproži vezava kalcijevih ionov v njegovo 
katalitično domeno [41]. Namreč, k zvitju katalitične domene proTk-subtilizina v največji 
meri prispeva vezava ionov Ca2+ in ne šaperonsko delovanje proregije [48, 89], kot je to 
primer pri mezofilnih bakterijskih prosubtilizinih. Vezavo kalcijevih ionov na neprocesirani 
proTk-subtilizin omogočata dve inserciji (IS1 ter IS2), ki sta v mezofilnih subtilizinih odsotni 
[47, 48]. Insercija IS1 je na N-koncu katalitične domene proTk-subtilizina in umesti 
glutaminski ostanek, ki je navzdol od IS1, v ustrezen položaj za tvorbo visoko-afinitetnega 
mesta za vezavo Ca2+ (mesta Ca1) še pred avtoprocesiranjem. Druga insercija, IS2, tvori 
površinsko zanko, v katero se vežejo štirje kalcijevi ioni (Ca2-Ca5) in stabilizirajo jedro 
katalitične domene. Vezava Ca2+ v to zanko je ključna za zvitje katalitične domene [47, 48, 
90]. Poleg mest Ca1-Ca5 pa kalcijev ion v neprocesiranem proTk-subtilizinu zasede tudi 
mesto Ca6 (slika 10) [47, 48]. 
 
 
Slika 10: Tridimenzionalna zgradba avtoprocesiranega proTk-subtilizina. Prikazana je kristalna zgradba, 
določena v [47] (PDB ID: 2Z2Z). Proregija je obarvana oranžno, katalitična domena modro. Z rdečimi 
ikozaedri so prikazani kalcijevi ioni, vezani v vezavna mesta za Ca2+ (mesta Ca1-Ca7). Insercija IS2, ki tvori 
zanko z mesti za Ca2+ Ca2-Ca5, je obarvana rdeče. Stranske verige aminokislinskih ostankov katalitične triade 
(Ser348, His177, Asp139) so prikazane z zeleno. Zaporedne številke aminokislinskih ostankov katalitične triade 
se nanašajo na številčenje od prvega aminokislinskega ostanka (Met1) signalnega peptida proTk-subtilizina. 
Črka C označuje C-konca proregije ter katalitične domene. Črka N označuje N-konca proregije ter katalitične 
domene. Insercija IS1 zaradi neurejenosti na zgradbi avtoprocesiranega kompleksa proTk-subtilizina ni 
prikazana [47].  
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Ob vezavi ionov Ca2+ se torej katalitična domena proTk-subtilizina zvije v ustrezno 
konformacijo za avtoprocesiranje in sledeče korake aktivacije. Vezava ionov Ca2+ hkrati tudi 
zagotovi stabilnost neprocesiranega proTk-subtilizina pri visokih temperaturah, kakršne so 
značilne za naravno okolje arhej T. kodakarensis [47, 48]. Po cepitvi peptidne vezi med 
proregijo in katalitično domeno se na katalitično domeno proTk-subtilizina veže še sedmi 
ion Ca2+,  ki dodatno stabilizira avtoprocesirani kompleks proregije in katalitične domene 
[47]. Nadaljnji koraki aktivacije proTk-subtilizina, torej sprostitev proregije ter njena 
razgradnja, so podobni aktivaciji bakterijskih prosubtilizinov [47], potečejo pa le pri 
temperaturah nad 60 °C [41]. Po razgradnji proregije se N-konec katalitične domene 
Tk-subtilizina, ki ustreza inserciji IS1, skrajša za 9 aminokislinskih ostankov.  
 
1.4 SUBTILIZINU PODOBNA PROTEINAZA IZ ARHEJE 
Aeropyrum pernix 
1.4.1 Arheje Aeropyrum pernix 
Leta 1996 so Sako in sod. [91] opisali obligatno aerobno arhejo, ki so jo izolirali iz 
priobalnega žveplenega hidrotermalnega vrelca v okolici otoka Kodakajima na Japonskem. 
Zaradi potrebe te arheje po kisiku ter njenega hipertermofilnega značaja, v naravi namreč 
raste med 98 °C in 103 °C [91], so jo poimenovali Aeropyrum pernix (starogrško aer: zrak; 
pyr: ogenj). Gojenje arhej A. pernix v laboratoriju je enostavno [92], objava genoma te arheje 
že nekaj let po njenem odkritju [93] pa je spodbudila karakterizacijo številnih encimov iz 
tega mikroorganizma [94-100], ki so zaradi izredne stabilnosti zanimivi za uporabo v 
industriji. Med njimi so tudi proteinaze, na primer pernilaza [101], aeropirolizin [102] in 
pernizin [103].  
 
1.4.2 Lastnosti pernizina 
Pernizin je subtilizinu podobna serinska proteinaza, ki je tako kot ostali zunajcelični 
subtilizini v neprocesirani obliki sestavljena iz signalnega peptida, proregije ter katalitične 
domene. Zaporedje propernizina je 35 % identično zaporedjem mezofilnih prosubtilizinov 
Carlsberg, BPN' in E ter 53 % identično zaporedju proTk-subtilizina. Kakor velja za ostale 
subtilizine, se tudi propernizin avtokatalitično pretvori v aktivno obliko [104]. Pernizin 
stabilizirajo kalcijevi ioni, najvišjo proteolitično aktivnost pa doseže pri temperaturah okoli 
100 °C in vrednostih pH med 6 in 9. Poleg tega pernizin ohrani proteolitično aktivnost v 
prisotnosti denaturantov (4 M urea in 4 M gvanidinijev hidroklorid) ter detergentov (0,1 % 
NaDS) [104, 105]. Izstopajoča lastnost pernizina je poleg njegove stabilnosti tudi zmožnost 
razgradnje infektivnih prionskih proteinov iz možganov miši, goveda in človeka [105]. 
Prioni so proteini, ki lahko zavzamejo abnormalno, infektivno konformacijo, s povišanim 
deležem beta ploskev. Kot takšni lahko prioni inducirajo spremembo konformacije tudi 
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ostalih proteinov, s katerimi pridejo v stik. Na ta način se prioni avtoreplicirajo in tvorijo 
agregate [106, 107]. Agregati prionov proteina PrP v živalih poškodujejo živčno tkivo in 
povzročajo različne nevrodegenerativne bolezni, kot so praskavec ovac, bolezen norih krav, 
bolezen kroničnega hiranja jelenjadi, ter Creutzfeld-Jakobova bolezen pri ljudeh [107]. 
Prioni so izjemno robustni, saj so za njihovo uničenje potrebne kombinacije visokih 
temperatur in prisotnosti detergenta NaDS, natrijevega hidroksida ali natrijevega hipoklorita 
(belila) [108, 109]. Pernizin bi torej bilo možno uporabiti v formulacijah za čiščenje različnih 
površin, na primer kirurškega orodja, okuženih s prioni [110].   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
16 
 
2 NAMEN IN HIPOTEZE 
 
Proteinaze iz družine subtilizinov so bile od njihovega odkritja predmet številnih raziskav, 
saj so razširjene v vseh domenah življenja, hkrati pa so tudi uporabne v industriji. Subtilizini 
se v celicah sintetizirajo v obliki neaktivnih prekurzorjev, ki vsebujejo proregijo. Ta deluje 
kot šaperon ter inhibitor katalitične domene. Aktivacija prosubtilizinov poteče z zvitjem 
katalitične domene in odcepom ter razgradnjo proregije. Razumevanje procesa aktivacije 
proteaz je ključna za njihovo pripravo za industrijske namene. Mehanizem aktivacije 
mezofilnih prosubtilizinov je dodobra proučen, manj pa je znanega o aktivaciji njihovih 
homologov iz hipertermofilnih organizmov. V sklopu te naloge smo želeli proučiti 
avtokatalitični proces aktivacije propernizina, hipertermostabilnega predstavnika družine 
subtilizinov. Tako kot ostali zunajcelični subtilizini, je tudi propernizin sestavljen iz 
signalnega peptida, proregije in katalitične domene. Predvsem nas je zanimala vloga 
proregije pernizina pri njegovi aktivaciji. Ker so za naravno okolje arhej A. pernix, iz katerih 
izvira pernizin, značilne visoke temperature ter visoke koncentracije kalcijevih ionov, smo 
nameravali preveriti tudi vpliv teh dveh dejavnikov na aktivacijo propernizina. Poleg tega 
smo v primarni zgradbi katalitične domene pernizina identificirali insercijo, ki tvori ohranjen 
motiv za vezavo kalcijevih ionov, zato nas je zanimala njena vloga pri aktivaciji ter 
stabilizaciji pernizina. Da bi dobili vpogled v visoko temperaturno stabilnost pernizina, smo 
želeli ugotoviti tudi vpliv ostalih področij zunaj osrednjega jedra katalitične domene, v 
katera naj bi se vezali kalcijevi ioni.  
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
Hipoteza 1:  Proregija pernizina deluje kot inhibitor pernizina in ni nujno potrebna za 
zvitje katalitične domene pernizina v aktivno obliko. 
Hipoteza 2:  Kalcijevi ioni inducirajo zvitje in stabilizirajo zgradbo pernizina.  
Hipoteza 3: Insercija na N-koncu katalitične domene pernizina omogoči tvorbo novega 
vezavnega mesta za kalcij in s tem dodatno stabilizacijo zgradbe pernizina. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije in raztopine 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Proizvajalec Kemikalija 
Abcam kozja protitelesa »Anti-Rabbit IgG« ter zajčja poliklonska protitelesa »Anti-6X 
His tag«   
Carl Roth agar, akrilamid-bisakrilamid, amonijev sulfat, ampicilin, IPTG, saharoza, suha 
gojišča LB, 2×YT in SOB 
GE Healthcare reagent ECL Plus 
GeneON DNA lestvica »1 kb DNA Ladder« 
Honeywell etanol  
Invitrogen barvilo SimplyBlue SafeStain, DNA ligaza T4, ligacijski pufer 
Kemika EDTA, KH2PO4, MnCl2 
Macrogen oligonukleotidi 
Merck AEBSF (Pefabloc), aceton, amonijev sulfat, amonijev tartrat, borova kislina, 
DMSO, gvanidinijev hidroklorid, HCl, imidazol, KCl, NaCl, NaH2PO4, NaOH, 
natrijev acetat, natrijev citrat, ocetna kislina, TCA,  
Tris(hidroksimetil)aminometan 
New England 
Biolabs 
DNA lestvica »2-Log DNA Ladder« 
Sigma-
Aldrich 
APS, azokazein, bicin, CaCl2, Coomassie Brilliant Blue R-250, glicin, goveji 
serumski albumin, HEPES, kazein, kloramfenikol, MES, mleko v prahu, NaDS, 
oligonukleotidi, ovalbumin, PEG 3350, PEG 4000, PEG 8000, PMSF, subtilizin 
Carlsberg, Suc-AAPF-pNA, TEMED, Triton X-100 
Thermo 
Scientific 
2× izhodiščna zmes z DNA-polimerazo DreamTaq, agaroza, DNA-polimeraza 
Phusion High-Fidelity, mešanica dNTP, proteinska lestvica PageRuler, pufer 
GC, pufer FastDigest 
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Preglednica 2: Uporabljeni kompleti kemikalij. 
Komplet Proizvajalec 
komplet velikostnih standardov (12-200 kDa) za gelsko filtracijo Sigma-Aldrich 
komplet za čiščenje DNA po PCR »GeneJET PCR Purification Kit« Thermo Scientific 
komplet za določanje koncentracij proteinov »Pierce BCA Protein 
Assay« 
Thermo Scientific 
komplet za ekstrakcijo DNA »GF-1 Gel DNA Recovery Kit« Vivantis 
komplet za izolacijo plazmidov »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« Thermo Scientific 
set kristalizacijskih pufrov »Index HT« Hampton Research 
seti kristalizacijskih pufrov JCSG Core I Suite, JCSG Core II Suite, 
JCSG Core III Suite, JCSG Core IV Suite, PEGs II Suite in pHClear I 
Suite 
Qiagen 
seta kristalizacijskih pufrov Morpheus in PACT Premier Molecular Dimensions 
 
Preglednica 3: Uporabljeni restrikcijski encimi. Mesta cepitve so označena s piko. 
Restrikcijski encim Mesto restrikcije Proizvajalec 
EcoRI 5'-G•AATTC-3' Thermo Scientific 
NdeI 5'-CA•TATG-3' Thermo Scientific 
XhoI 5'-C•TCGAG-3' Thermo Scientific 
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Preglednica 4: Seznam in zaporedja uporabljenih oligonukleotidova. 
Oznaka oligonukleotida Zaporedje oligonukleotida (od 5' proti 3') 
Per_F GAGCTGAATTCCGGTACGAAAATCGCCGCTATCGC 
Per93_F GAGCTGAATTCCGCTATGGCCAAACCGCCA 
Per138_F GAGGCGAATTCCGACGGCGATGGTGAAATTGAAG 
Per_R GAGCTCTCGAGCCACTGGAGACAGCCGTTTGGACAG 
Per376_R AGCGCTCGAGCCGCCTGCGGCCAGAC 
Per418_R AGCGCTCGAGCCAATAATGCCGTAACCATACAGGC 
Pro_F GCGCATATGGCTGGTGCTAGCACCGTG 
Pro_R GCGCTCGAGTTACATAGCCTGGACAACACCATC 
ΔIS_1 GCCGTCACCACCATCCGGCCAGACCAGTTCTG 
ΔIS_2 CCGGATGGTGGTGACGGCGATGGTGAAATTG 
ΔCa_1 CCATCGCCGGCACCAGCCACGGCAACCCAACCG 
ΔCa_2 CGGTTGGGTTGCCGTGGCTGGTGCCGGCGATGG 
a Restrikcijska mesta so podčrtana.  
 
Preglednica 5: Seznam in sestava  uporabljenih pufrov. 
Pufer Sestava pufra 
0,5× pufer TBE 50 mM Tris-borat (pH 8,3), 1 mM EDTA 
0,5× pufer TAE 20 mM Tris-acetat (pH 8,3), 5 mM EDTA 
pufer za transformacijo  10 mM HEPES (pH 6,7), 55 mM MnCl2, 
15 mM CaCl2, 250 mM KCl 
 pufer TSE 100 mM Tris-HCl (pH 8,0), 20 % (w/v) saharoza, 
0,5 mM EDTA 
pufri za afinitetno kromatografijo vezavni pufer: 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0), 300 mM 
NaCl, 10 mM imidazol  
pufer za spiranje: 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0), 300 mM 
NaCl, 20 mM imidazol 
elucijski pufer: 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0), 300 mM 
NaCl, 250 mM imidazol 
 
pufra za hidrofobnointerakcijsko 
kromatografijo 
vezavni pufer: 50 mM Tris (pH 7,0), 1,5 M amonijev 
sulfat  
elucijski pufer: 50 mM Tris (pH 7,0) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 5 
Pufer Sestava pufra 
pufra za ionskoizmenjevalno 
kromatografijo 
vezavni pufer: 20 mM Tris (pH 8,0) 
elucijski pufer: 20 mM Tris (pH 8,0), 500 mM NaCl 
1× elektroforezni pufer za 
NaDS-PAGE 
25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM glicin, 0,1 % (w/v) NaDS 
4× nanašalni pufer za 
NaDS-PAGE 
200 mM Tris-HCl (pH 6,8), 400 mM DTT, 8 % (w/v) NaDS, 
0,4 % (w/v) bromfenol modro, 40 % (w/v) glicerol, 4 mM PMSF, 
4 mM EDTA 
pufer za prenos 25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM glicin, 20 % (w/v) etanol 
pufer TBS 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl 
pufer za gelsko filtracijo 20 mM Tris (pH 8,0), 150 mM naCl, 5 mM CaCl2 
pufri za teste topnosti 1 M bicin (pH 8,0) 
1 M bicin (pH 9,0) 
1 M HEPES (pH 7,0) 
1 M HEPES (pH 8,0) 
1 M imidazol (pH 8,0) 
1 M KH2PO4 (pH 5,0) 
1 M KH2PO4 (pH 6,0) 
1 M KH2PO4 (pH 7,0) 
1 M MES (pH 5,8) 
1 M MES (pH 6,2) 
1 M MES (pH 6,5) 
1 M Na-citrat (pH 4,7) 
1 M Na-citrat (pH 5,5) 
1 M Na-citrat (pH 6,5) 
1 M Na-citrat (pH 7,3) 
1 M NaH2PO4 (pH 5,6) 
1 M NaH2PO4 (pH 6,5) 
1 M NaH2PO4 (pH 7,5) 
1 M Na-acetat (pH 4,5) 
1 M Na-acetat (pH 5,0) 
1 M Tris (pH 7,5) 
1 M Tris (pH 8,0) 
1 M Tris (pH 8,5) 
 
 
pufri za test PCT 
 
0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 2 M amonijev sulfat 
0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 1 M  amonijev sulfat 
0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 0,2 M MgCl2, 30 % (w/v) PEG 4000 
0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 0,2 M MgCl2, 15 % (w/v) PEG 4000 
 
ostali pufri 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
50 mM Tris-HCl (pH 7,0) 
50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 5 mM CaCl2 
50 mM HEPES (pH 8,9) 
50 mM HEPES (pH 8,9), 1 mM CaCl2 
50 mM HEPES (pH 8,9), 10 mM CaCl2 
100 mM HEPES (pH 8,0), 10 mM CaCl2 
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Preglednica 6: Seznam in sestava uporabljenih gojišč. 
Gojišče Sestava gojišča 
2×YT tripton (16 g/L), kvasni ekstrakt (10 g/L), NaCl (5 g/L), pH 7,0 
LB tripton (10 g/L), kvasni ekstrakt (5 g/L), NaCl (10 g/L), pH 7,0 
SOB tripton (20 g/L), kvasni ekstrakt (5 g/L), MgCl2 (0,96 g/L), NaCl (0,5 g/L), KCl 
(0,186 g/L), pH 7,0 
 
 
3.1.2 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 7: Uporabljeni sevi bakterij Escherichia coli. 
Sev Genotipske lastnosti 
BL21(DE3) F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3) pLysE (CamR) 
JM107 endA1, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relA1, λ-, Δ(lac-proAB), [F' traD36, proAB, 
lacIqZΔM15] 
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3.1.3 Laboratorijski materiali in naprave 
 
Preglednica 8: Seznam uporabljenega laboratorijskega materiala. 
Material Proizvajalec 
celulozno-nitratni filtri (0,2 µm) Sartorius 
centrifugalni filtri Amicon Ultra-0.5, MWCO 10 kDa Merck Millipore 
centrifugalni filtri Amicon Ultra-4, MWCO 10 kDa Merck Millipore 
dializna membrana Spectra/Por, MWCO 3000 Da Repligen 
dializna membrana Spectra/Por, MWCO 6000-8000 Da Repligen 
kivete za merjenje fluorescence Fluorescence MicroCell (400 µL) Agilent Technologies 
kristalizacijske plošče Intelli-Plate 24-4 in 96-3 Hampton Research 
kromatografska kolona HisTrap HP (1 mL) GE Healthcare 
kromatografska kolona HiTrap Phenyl (LS) (1 mL) GE Healthcare 
kromatografska kolona HiTrap Q HP (1 mL) GE Healthcare 
kromatografska kolona Superdex 200 HiLoad 16/600  GE Healthcare 
kromatografska kolona Superdex 200 Increase 3.2/300  GE Healthcare 
kvarčna kiveta Macro Cell, 1 mm (350 µL) Hellma Analytics 
kvarčne kivete Micro Cell, 10 mm (700 µL) Hellma Analytics 
kvarčne kivete Semi-Micro Cell, 10 mm (1 mL) Hellma Analytics 
Plošče za kristalizacijo Intelli-Plate 24-4 in Intelli-Plate 96-3 Hampton ResearchA 
sterilni filtri za brizgalke Minisart (0,2 µm) Sartorius 
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Preglednica 9: Seznam uporabljenih laboratorijskih naprav. 
Naprava Proizvajalec 
avtoklav  Sutjeska 
avtoklav (lonec na pritisk)  Fissler 
centrifuga Rotanta 460R Hettich 
centrifuga Centric 200 Tehtnica 
CD-spektrofotometer  J-1500 Jasco 
čitalnik mikrotitrskih plošč Safire 2 Tecan 
elektroforezni sistem Mini-PROTEAN Tetra  Bio-Rad 
elektroforezni sistem Wide Mini-Sub Cell GT Bio-Rad 
kristalizacijski robot Gryphon Art Robbins Instruments 
kromatografski sistem NGC Quest Bio-Rad 
liofilizator Alpha 1-2 LD plus Martin Christ 
magnetna mešala z gretjem IKA RCT digital IKA 
magnetno mešalo Rotamix S-10 Tehtnica 
mikrovalovna pečica Candy Candy 
napajalnik PowerPac Bio-Rad  
naprava za slikanje gelov Gel Doc 2000 Bio-Rad 
naprava za slikanje gelov G:BOX Syngene 
optični čitalnik HP Officejet Pro 8620 Hewlett-Packard 
PCR naprava GeneAmp PCR System 2400 PerkinElmer 
pH metra SevenCompact S20 in SevenEasy S20 Mettler Toledo 
sistem za prenos proteinov Mini-Trans Blot Cell Bio-Rad 
sistem za slikanje kristalov Rock Imager Formulatrix 
spektrofluorimeter Cary Eclipse Varian 
spektrofotometer Cary 100 Bio UV-Visible Varian 
spektrofotometer BioSpectrometer basic Eppendorf 
stresalnik GyroTwister Labnet 
stresalnik VRVI-403 Tehtnica 
se nadaljuje 
3 Materiali in metode 
24 
  
nadaljevanje preglednice 9 
Naprava Proizvajalec 
sušilnik Memmert Memmert 
svetlobni mikroskop Ergaval Carl Zeiss 
tehtnica AT201 Mettler Toledo 
tehtnica Exacta 2200 EB Tehtnica 
termoblok Dry Bath Duo Starlab 
termoblok z mešanjem Biometra TS1 ThermoShaker  Analytik Jena 
ultrazvočna kopel Sonorex TK52 Bandelin 
ultrazvočni razbijalnik Vibra-Cell VCX 750 Sonics 
vakuumska črpalka RZ 2.5 Vacuubrand 
vrtinčni mešalnik Vibromix 104 EV Tehtnica 
 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava kompetentnih celic 
Kompetentne celice bakterij E. coli smo pripravili na osnovi postopka, opisanega v [111]. 
Kolonijo celic smo prenesli v 250 mL erlenmajerico s 25 mL gojišča SOB ter 6 h stresali pri 
37 °C in 250 rpm. Nato smo 10 µL kulture namnoženih celic precepili v 300 mL 
erlenmajerico s 50 mL gojišča SOB ter stresali pri 23 °C in 250 rpm čez noč. Ko je vrednost 
OD600 znašala ~0,5, smo namnožene celice ohladili na ledu (15 min). Brozgo smo nato 
10 min centrifugirali pri 2500 × g ter 4 °C. Celični pelet smo resuspendirali v 16 mL 
ledenohladnega pufra za transformacijo (preglednica 5) ter znova centrifugirali 10 min pri 
2500 × g ter 4 °C. Po drugem centrifugiranju smo celični pelet resuspendirali v 4 mL pufra 
za transformacijo in postopoma dodali 0,3 mL DMSO. Po dodatku DMSO smo celice pustili 
na ledu 10 min, nato pa jih alikvotirali v sterilne mikrocentrifugirke ter zamrznili v tekočem 
dušiku. Zamrznjene celice smo shranili pri -80 °C.  
 
3.2.2 Priprava vektorskih konstruktov 
Pomnoževanje genov  
Zaporedja vseh začetnih oligonukleotidov so navedena v preglednici 4. Sintezo 
oligonukleotidov smo naročili pri podjetjih Sigma-Aldrich in Macrogen. 
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Kodonsko optimizirana gena za propernizin (proPer) ter propernizin z mutacijo serinskega 
ostanka v aktivnem mestu (proPerS355A) smo pomnožili iz vektorskih konstruktov pMCSG7, 
ki so jih v predhodni raziskavi že pripravili Šnajder in sodelavci [104]. Gena smo pomnožili 
z verižno reakcijo s polimerazo (PCR), pri čemer smo uporabili DNA-polimerazo Phusion 
(Thermo Scientific). Na enak način smo pomnožili tudi gene za skrajšane različice pernizina 
(Per93-430, Per138-430, Per1-418 ter Per1-376). Pari oligonukleotidov, ki smo jih uporabili 
za pomnoževanje zapisov tarčnih proteinov, so navedeni v preglednici 10. Sestava 
reakcijskih mešanic in stopnje reakcij PCR so navedene v preglednicah 11 ter 12. V začetne 
oligonukleotide za pomnoževanje genov smo vstavili restrikcijski mesti EcoRI oziroma 
XhoI, tako da smo pomnožene gene kasneje lahko ligirali v plazmidni vektor pMD204, ki so 
razvili Škrlj in sodelavci [112].   
 
Preglednica 10: Pari oligonukleotidov za pomnoževanje zapisov tarčnih proteinov. 
Tarčni protein Par oligonukleotidova 
proPer Per_F, Per_R 
proPerS355A Per_F, Per_R 
Per93-430 Per93_F, Per_R 
Per138-430 Per138_F, Per_R 
Per1-418 Per_F, Per418_R 
Per1-376 Per_F, Per376_R 
a Zaporedja navedenih oligonukleotidov so navedena v preglednici 4.             
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Preglednica 11: Sestava reakcijskih zmesi za PCR z DNA-polimerazo Phusion. 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen [µL] 
izhodiščna DNA 1,25 
dH20 35,25 
Pufer GC (5×) 10 
dNTP (10 mM) 1 
DMSO 1,5 
začetni oligonukleotid 1 (100 µM) 0,25 
začetni oligonukleotid 2 (100 µM)a 0,25 
polimeraza Phusion (2 U/µL) 0,5 
Skupni volumen [µL] 50 
a Založna koncentracija začetnih oligonukleotidov ΔIS_1, ΔIS_2, ΔCa_1 ter ΔCa_2 je znašala 10 µM. 
 
Preglednica 12: Potek reakcije PCR z DNA-polimerazo Phusion. 
Stopnja PCR Temperatura [°C] Čas [s] Število ponovitev 
začetna denaturacija matrične DNA 98 30 - 
denaturacija matrične DNA 98 10 30 
prileganje začetnih oligonutkleotidov 62 30 30 
podaljševanje novih verig 72 30 30 
končno podaljševanje  72 600 - 
shranjevanje 4 ∞  
 
Zapis za proregijo pernizina smo prav tako pomnožili iz kodonsko optimiziranega gena za 
pernizin, pri čemer smo uporabili začetna oligonukleotida Pro_F z restrikcijskim mestom 
NdeI ter Pro_R z restrikcijskim mestom XhoI (preglednica 4). Sestava reakcijskih zmesi in 
potek PCR za pomnoževanje zapisa za proregijo sta navedena v preglednicah 11 in 12. 
 
Usmerjeno mutiranje genov 
Gen za propernizin smo mutirali z metodo asimetrične reakcije PCR, ki temelji na 
prekrivajočih se oligonukleotidih [113]. Del zapisa, ki ustreza inserciji (sestavljene iz 
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ostankov Val129 - Asn136) smo iz gena za propernizin izbrisali tako, da smo z reakcijo PCR 
posebej pomnožili področji navzgor ter navzdol od omenjene insercije. Področje navzgor od 
insercije smo pomnožili s parom začetnih oligonukleotidov Per_F in ΔIS_1 v molarnem 
razmerju 10 (Per_F) : 1 (ΔIS_1). Področje navzdol od insercije smo pomnožili s parom 
začetnih oligonukleotidov ΔIS_2 in Per_R v molarnem razmerju 1 (ΔIS_2) : 10 (Per_R). 
Izpostaviti velja, da sta si 3'-konec oligonukleotida ΔIS_1 ter 5'-konec oligonukleotida 
ΔIS_2 komplementarna.  Kot izhodiščno DNA smo uporabili konstrukt pMCSG7 z zapisom 
za protein proPer oziroma za protein proPerS355A. Sestava reakcijskih zmesi ter potek reakcij 
PCR sta navedena v preglednicah 11 in 12. Pomnoženi regiji smo po reakciji PCR združili 
ter prilegali preko njunih homolognih koncev pri 65 °C 1 min, nato pa še inkubirali 5 min 
pri 72 °C, da je DNA-polimeraza sintetizirala manjkajoče komplimentarne verige. Tako smo 
pridobili gena za pernizin z izbrisano insercijo (proPerΔIS) oziroma njegovo različico z 
mutacijo v aktivnem mestu (proPerΔISS355A).  
Z enakim pristopom kot smo izbrisali insercijo, smo v motiv za vezavo ionov Ca2+ znotraj 
te insercije uvedli mutacije. Pri tem smo kodone za ostanke Asp134, Asn136 in Asp138 
zamenjali s kodoni za alanin. Za to smo uporabili par oligonukleotidov Per_F in ΔCa_1 v 
molarnem razmerju 10 (Per_F) : 1 (ΔCa_1) ter par oligonukleotidov ΔCa_2 in Per_R v 
molarnem razmerju 1 (ΔCa_2) : 10 (Per_R). 3'-konec oligonukleotida ΔCa_1 ter 5'-konec 
oligonukleotida ΔCa_2 sta si komplementarna in nosita ustrezne kodone za uvedbo mutacij. 
Znova smo za izhodiščno DNA uporabili konstrukt pMCSG7 z zapisom za protein proPer 
oziroma proPerS355A. Po pomnoževanju fragmentov in njihovem prileganju, kot je opisano 
zgoraj, smo pridobili gena za pernizin z mutiranim vezavnim motivom za ion Ca2+ znotraj 
proučevane insercije (proPerΔCa ter proPerΔCaS355A).  
 
Elektroforeza pripravljenih genov 
Velikost pomnoženih genov smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Vse gene smo 
analizirali z 0,9 % agaroznim gelom, z izjemo gena za proregijo, ki smo analizirali z 1,2 % 
agaroznim gelom. Gele smo pripravili iz ustrezne mase agaroze in ustreznega volumna 
0,5× pufra TBE. Agarozo smo raztopili v pufru z gretjem v mikrovalovni pečici. Raztopini 
agaroze v pufru (80 mL) smo pred strjevanjem dodali 2 µL barvila SYBR Safe (Invitrogen).  
Elektroforezo smo izvajali 40 min v 0,5× pufru TBE pri napetosti 120 V. Pri elektroforezi 
genov za proteine proPerΔIS, proPerΔISS355A, proPerΔCa ter proPerΔCaS355A, ki smo jih po 
elektroforezi očistili neposredno iz gela (opisano v nadaljevanju), smo namesto 0,5× pufra 
TBE uporabili 0,5× pufer TAE. Ustrezno velikost fragmentov DNA smo določili z lestvico 
velikostnih standardov 1kb DNA Ladder (GeneON) ali 2-Log DNA Ladder (New England 
Biolabs). 
 
Čiščenje in restrikcija pomnoženih genov 
Pomnožene gene z zapisom za proteine proPer, proPerS355A, Per94-430, Per138-430, 
Per1-418, Per1-376 ter proregijo, smo iz zmesi reakcij za PCR očistili s kompletom GeneJET 
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PCR Purification Kit (Thermo Fisher) po navodilih proizvajalca. Pomnožene gene za 
proteine proPerΔIS, proPerΔISS355A, proPerΔCa ter proPerΔCaS355A, smo po elektroforezi 
očistili iz agaroznega gela z namenskim kompletom GF-1 (Vivantis) po navodilih 
proizvajalca. Z izjemo pomnoženega gena za proregijo, smo vse ostale očiščene fragmente 
DNA obdelali s parom restrikcijskih encimov EcoRI ter XhoI. Gen za proregijo smo obdelali 
s parom restrikcijskih encimov NdeI ter XhoI. V vseh primerih smo restrikcijo izvajali 
30 min pri 37 °C. Sestava reakcij za restrikcijo DNA je navedena v preglednici 13. Po 
restrikciji smo fragmente DNA očistili s kompletom GeneJET PCR Purification Kit. Na enak 
način tako smo z restrikcijskimi encimi obdelali plazmida pMD204 ter pMCSG7. Za 
plazmid pMD204 smo uporabili par restrikcijskih encimov EcoRI in XhoI, plazmid 
pMCSG7 pa smo rezali z encimoma NdeI in XhoI. Rezane plazmide smo očistili s 
kompletom GeneJET PCR Purification Kit.  
 
Preglednica 13: Sestava reakcijskih zmesi za restrikcijo DNA. 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen [µL] 
fragment DNA 32 
encim EcoRI/NdeI 2 
encim XhoI 2 
pufer FastDigest (10×) 4 
Skupni volumen [µL] 40 
 
 
Ligacija genov v vektorje 
Očiščene gene, obdelane z ustreznimi restrikcijskimi encimi, smo ligirali v rezani plazmidni 
vektor pMD204, z izjemo gena za proregijo, ki smo ga ligirali v rezani plazmidni vektor 
pMCSG7. Za ligacijo smo uporabili DNA ligazo T4 (Thermo Scientific). Sestava reakcijskih 
zmesi za ligacijo je navedena v preglednici 14. Ligacijo fragmentov v plazmid pMD204 smo 
izvajali pri sobni temperaturi 60 min. Ligacijo gena za proregijo v plazmid pMCSG7 smo 
pustili potekati čez noč, prav tako pri sobni temperaturi. 
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Preglednica 14: Sestava reakcijskih zmesi za ligacijo fragmentov DNA v plazmide. 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen [µL] 
plazmidna DNA 2,5 
fragment DNA 3,5 
10× ligacijski pufer 1 
DNA ligaza T4 1 
dH2O 2 
Skupni volumen [µL] 10 
 
Pomnoževanje in izolacija vektorskih konstruktov 
Vektorske konstrukte smo pomnožili v bakterijskem sevu Escherichia coli JM107 
(preglednica 7). Postopek priprave kompetentnih celic je opisan v poglavju  3.2.1. 
Suspenzijam kompetentnih celic (75 µL) smo dodali po 10 µL ligacijskih mešanic in 
inkubirali na ledu 30 min. Zatem smo celice 90 s inkubirali v vodni kopeli, segreti na 42 °C. 
Suspenzije smo ohladili na ledu, jim nato dodali po 400 µL gojišča LB ter stresali 60 min 
pri 650 rpm in 37 °C. Po inkubaciji smo suspenzije centrifugirali (3000 × g, 5 min) ter odlili 
večino supernatanta. Celične pelete smo resuspendirali v preostanku supernatanta (~50 µL) 
in razmazali na plošče s selektivnimi gojišči LB, strjenimi z 1,5 % (m/v) agarjem. 
Transformante s konstrukti na osnovi plazmida pMD204 smo selekcionirali s 
kloramfenikolom (34 µg/mL), transformante s konstrukti na osnovi plazmida pMCSG7 pa z 
ampicilinom (110 µg/mL). Celice smo inkubirali na trdnih gojiščih pri 37 °C čez noč.  
Prisotnost zapisov za tarčne gene v zrastlih celičnih kolonijah smo preverili s PCR. Reakcijo 
PCR smo izvedli z DNA-polimerazo DreamTaq, kot je navedeno v preglednicah 15 ter 16, 
pri čemer smo v reakcijsko zmes dodali del kolonije, zajete s sterilnim zobotrebcem. Celice 
iz kolonij, v katerih smo potrdili  tarčne gene, smo precepili v po 5 mL tekočih gojišč LB s 
kloramfenikolom (34 µg/mL), oziroma ampicilinom (110 µg/mL) in stresali pri 37 °C ter 
250 rpm čez noč. Plazmidne vektorske konstrukte smo iz namnoženih transformant izolirali 
s kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« (Thermo Scientific) po navodilih 
proizvajalca. Izolirane vektorske konstrukte smo shranili pri -20 °C. Ustreznost zaporedij 
genov za tarčne proteine smo potrdili s sekvenciranjem vstavljenih fragmentov v vektorskih 
konstruktih. Sekvenciranje vzorcev DNA so opravili v podjetju Macrogen (Nizozemska).  
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Preglednica 15: Sestava reakcijskih zmesi za reakcijo PCR na osnovi kolonije. 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen [µL] 
dH20 39,5 
2× izhodiščna zmesa 10 
začetni oligonukleotid 1 (100 µM) 0,25 
začetni oligonukleotid 2 (100 µM) 0,25 
Skupni volumen [µL] 50 
a  2× izhodiščna zmes vsebuje DNA-polimerazo DreamTaq, pufer DreamTaq Green, MgCl2 ter mešanico 
dNTP.  
 
Preglednica 16: Potek reakcije PCR na osnovi kolonije. 
Stopnja PCR Temperatura [°C] Čas [s] Število ponovitev 
začetna denaturacija matrične DNA 95 180 - 
denaturacija matrične DNA 95 10 30 
prileganje začetnih oligonutkleotidov 62 30 30 
podaljševanje novih verig 72 30 30 
končno podaljševanje  72 600 - 
shranjevanje 4 ∞  
 
3.2.3 Sinteza rekombinantnih proteinov 
Rekombinantne proteine smo sintetizirali v bakterijskem sevu E. coli BL21(DE3) 
(preglednica 7). Ta sev je primeren za sintezo rekombinantnih proteinov, saj nima aktivnih 
proteaz Lon ter OmpT. Poleg tega vsebuje profag λDE3 z zapisom za RNA-polimerazo T7. 
Sev E. coli BL21(DE3) je tako prilagojen za izražanje rekombinantnih proteinov pod 
nadzorom močnega promotorja, specifičnega za fagno RNA-polimerazo T7. V takšnem 
ekspresijskem sistemu represor LacI zavira tako gen za tarčni rekombinantni protein v 
vektorskem konstruktu, kot tudi gen za RNA-polimerazo T7 v profagu. Ob prisotnosti 
sintetičnega analoga laktoze, izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG), se represor LacI 
sprosti z operatorskih mest, kar vodi v sintezo RNA-polimeraze T7, ta pa sproži izražanje 
gena za tarčni protein, ki je pod nadzorom promotorja, specifičnega za omenjeno 
RNA-polimerazo.  
Bakterije E. coli BL21(DE3) smo transformirali z ustreznimi vektorskimi konstrukti, po 
enakem postopku, kot je opisano v poglavju 3.2.2. Za transformacijo smo uporabili po 75 µL 
3 Materiali in metode 
   31 
 
suspenzije kompetentnih celic ter po 2 µL vektorskih konstruktov. Transformirane celice 
smo selekcionirali z inkubacijo na trdnih gojiščih LB z ustreznim antibiotikom. Za selekcijo 
celic s konstrukti na osnovi plazmida pMD204 smo uporabili kloramfenikol (34 µg/mL), 
celice s konstrukti na osnovi plazmida pMCSG7 pa smo selekcionirali z ampicilinom 
(110 µg/mL). Celice smo na trdnih gojiščih inkubirali pri 37 °C čez noč. Prisotnost genov 
za tarčne rekombinantne proteine v zrastlih transformantah smo potrdili s PCR na osnovi 
kolonije, kot je opisano v poglavju 3.2.2. Ustrezne kolonije smo precepili v po 10 mL tekočih 
gojišč LB z ustreznimi antibiotiki (34 µg/mL kloramfenikola oziroma 110 µg/mL 
ampicilina) ter stresali čez noč pri 37 °C in 250 rpm.  
Za sintezo proteinov proPer, proPerS355A, Per94-430, Per138-430, Per1-418, Per1-376, 
proPerΔIS, proPerΔISS355A, proPerΔCa ter proPerΔCaS355A  smo prenesli po 10 mL 
prekonočnih kultur celic v dvolitrske erlenmajerice s po 0,5 L gojišča 2×YT z dodanim 
kloramfenikolom (34 µg/mL). Celice smo stresali pri 37 °C in 225 rpm. Ko je optična gostota 
pri 600 nm (OD600) dosegla vrednost ~1,5, smo sprožili sintezo rekombinantnih proteinov z 
dodatkom IPTG do koncentracije 0,1 mM. Celice smo zatem stresali pri 23 °C in 225 rpm 
16 h.  
Za sintezo proteina proPerΔOmpAS355A smo po 10 mL prekonočnih kultur celic, 
transformiranih s konstruktom na osnovi plazmida pMCSG7 (pripravljenega v [104]), 
precepili v dvolitrsko erlenmajerico z 0,5 L gojišča 2×YT z dodanim ampicilinom 
(110 µg/mL). Celice smo stresali pri 37 °C in 225 rpm do vrednosti OD600 ~1,5, preden smo 
jih inducirali z 0,1 mM IPTG. Po dodatku IPTG smo celice stresali pri 23 °C in 225 rpm 
16 h. 
Proregijo pernizina smo sintetizirali na enak način, kot je opisano zgoraj, le da smo 
prekonočno kulturo precepili v 0,5 L gojišča LB z ampicilinom (110 µg/mL) ter sintezo 
sprožili z 1 mM IPTG pri vrednosti OD600 ~0,6. 
 
3.2.4 Čiščenje rekombinantnih proteinov 
Vse kromatografske postopke za čiščenje rekombinantnih proteinov smo izvedli s 
kromatografskim sistemom NGC (Bio-Rad) pri pretoku 1 mL/min. 
 
Čiščenje različic propernizina iz periplazme 
Rekombinantne različice propernizina smo izolirali iz periplazemskih frakcij bakterij E. coli 
z afinitetno kromatografijo na osnovi agaroznih kroglic, na katerih so bili preko 
nitriltriocetne kisline kelirani nikljevi ioni. Celice smo centrifugirali 20 min pri 3000 × g in 
4 °C ter pelete resuspendirali v ledenohladnem pufru TSE (preglednica 5). Suspenzijo celic 
smo nato inkubirali 15 min na ledu z občasnim rahlim pomešanjem. Zatem smo suspenzijo 
centrifugirali 15 min pri 4000 × g in 4 °C. Celične pelete smo resuspendirali v 
ledenohladnem pufru 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) ter inkubirali 60 min na ledu z občasnim 
rahlim pomešanjem. Po inkubaciji smo suspenzije celic 20 min centrifugirali pri 8000 × g in 
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4 °C. Posedene protoplaste smo shranili za izolacijo proteinov iz citoplazme. Supernatantom 
(periplazemskim frakcijam) smo dodali NaCl do koncentracije 300 mM ter imidazol do 
koncentracije 10 mM in spustili skozi kolone za afinitetno kromatografijo HisTrap HP (GE 
Healthcare), ki smo jih predhodno uravnovesili z vezavnim pufrom (preglednica 5). Pri tem 
so se na kolono preferenčno vezali tarčni rekombinantni proteini s histidinsko oznako. Nato 
smo kolone sprali s po 25 mL pufra za spiranje (preglednica 5). Po spiranju smo tarčne 
proteine eluirali s pufrom za elucijo, ki je vseboval 250 mM imidazol (preglednica 5). 
Eluirane proteine smo dializirali proti 500-kratnemu volumnu dializnega pufra 10 mM Tris-
HCl (pH 8,0) pri 4 °C. Po 4 h smo dializni pufer zamenjali s svežim ter dializirali še dodatnih 
14 h pri 4 °C. Proteine smo dializirali z dializnim črevom Spectra/Por s prepustnostjo por za 
molekule, manjše od 6-8 kDa. 
Po končani dializi smo proteine proPer, proPerΔCa in proPerΔIS shranili pri -80 °C. 
Proteinom z mutiranim aktivnim mestom (proPerS355A, proPerΔCaS355A in proPerΔISS355A) 
pa smo po dializi dodali CaCl2 do koncentracije 5 mM, segrevali pri 80 °C 30 min ter nato 
ohladili na ledu. Oborjene, temperaturno nestabilne proteinske nečistoče smo odstranili s 
15 minutnim centrifugiranjem pri 18000 × g in 4 °C. Preostale proteinske nečistoče smo 
razgradili tako, da smo v supernatante dodali aktivni pernizin do končne koncentracije 
2 µg/mL ter inkubirali pri 90 °C 30 min. Po inkubaciji smo mešanice znova ohladili na ledu 
ter centrifugirali 15 min pri 18000 × g in 4 °C. Kalcijeve ione smo iz supernatantov z 
očiščenimi proteini proPerS355A, proPerΔCaS355A in proPerΔISS355A odstranili tako, da smo v 
supernatante dodali etilendiamintetraocetno kislino (EDTA) do koncentracije 10 mM, 
inkubirali 30 min pri sobni temperaturi ter nato dializirali proti 500-kratnemu volumnu pufra 
10 mM Tris (pH 8,0). Proteine smo dializirali 30 h, pri čemer smo dializni pufer dvakrat 
zamenjali s svežim. Proteine smo dializirali z dializno membrano Spectra/Por, ki je 
prepuščala molekule, manjše od 6-8 kDa. Po dializi smo proteine shranili pri -80 °C.  
Koncentracije izoliranih različic propernizina smo določili s kompletom »Pierce BCA 
Protein Assay Kit«, ki temelji na redukciji bakrovih ionov v prisotnosti proteinov ter 
nastanku vijoličastega kompleksa med reduciranimi bakrovimi ioni in bikihonsko kislino. 
Delovni reagent smo pripravili po navodilih proizvajalca. K 12 µL posameznega vzorca 
proteina smo dodali po 100 µL reagenta ter pripravljene mešanice inkubirali v mikrotitrski 
plošči 30 min pri 37 °C. Nato smo izmerili absorbance v mešanicah pri 562 nm s čitalnikom 
mikrotitrskih plošč. Koncentracije rekombinantnih proteinov smo določili na podlagi 
vrednosti absorbanc razredčin govejega serumskega albumina z znanimi koncentracijami. 
Čistost izoliranih različic propernizina smo preverili z NaDS-PAGE, kot je opisano v 
poglavju 3.2.5. 
 
Čiščenje različic propernizina iz citoplazme 
Protoplaste bakterij E. coli smo resuspendirali v vezavnem pufru za afinitetno 
kromatografijo ter na ledu razbili z ultrazvokom s sedmimi pulzi po 20 s pri 40 % amplitudi 
ultrazvočnega razbijalnika. Lizirane protoplaste smo nato centrifugirali 15 min pri 15000 × g 
ter 4 °C. Supernatante smo nanesli na kolone za afinitetno kromatografijo HisTrap HP, ki 
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smo jih pred tem uravnovesili z vezavnim pufrom. Kolone z vezanimi proteini smo nato 
sprali s 30 mL vezavnega pufra, nato pa še z 20 mL pufra za spiranje. Rekombinantne 
proteine, ki so ostali vezani na kolonah, smo eluirali z elucijskim pufrom ter dializirali proti 
500-kratnemu volumnu pufra 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 4 h. Potem smo dializni pufer 
zamenjali s svežim in dializirali dodatnih 14 h pri 4 °C. Za dializo smo uporabili dializno 
membrano »Spectra/Por« s prepustnostjo por za molekule, manjše od 6-8 kDa. Po dializi 
smo proteine shranili pri -80 °C. Čistost in koncentracije proteinov, izoliranih iz citoplazme, 
smo preverili tako, kot je opisano za proteine, izolirane iz periplazme.  
 
Čiščenje proregije 
Proregijo smo izolirali iz citoplazme bakterij E. coli s kombinacijo hidrofobnointerakcijske 
kromatografije ter ionskoizmenjevalne kromatografije. Celice smo poželi s 25 minutnim 
centrifugiranjem pri 4000 × g ter 4 °C. Celični pelet smo resuspendirali v pufru 50 mM Tris 
(pH 7,0) in razbili z ultrazvokom s sedmimi pulzi po 20 s na ledu. Amplitudo ultrazvočnega 
razbijalnika smo nastavili na 40 %. Celični lizat smo zbistrili s 15 minutnim centrifugiranjem 
pri 15000 × g in 4 °C. Temperaturno nestabilne proteine smo iz zbistrenega lizata oborili s 
segrevanjem pri 80 °C 20 min. Po segrevanju smo lizat ohladili na ledu in centrifugirali 
15 min pri 18000 × g in 4 °C. Supernatantu smo dodali amonijev sulfat do koncentracije 
1,5 M ter znova centrifugirali 15 min pri 18000 × g in 4 °C. Zatem smo supernatant nanesli 
na kolono HiTrap Phenyl LS (GE Healthcare) pri pretoku 1 mL/min. Kolono smo pred tem 
uravnovesili z vezavnim pufrom za hidrofobnointerakcijsko kromatografijo, ki je vseboval 
1,5 M amonijev sulfat (preglednica 5). Po nanosu supernatanta smo kolono sprali s 30 mL 
vezavnega pufra. Proregijo, ki je ostala vezana na koloni, smo eluirali z elucijskim pufrom, 
ki je vseboval 0,6 M amonijev sulfat. Eluirano proregijo smo čez noč dializirali proti 
500-kratnem volumnu pufra 10 mM Tris (pH 8,0) z membrano »Spectra/Por« s prepustnostjo 
za molekule, manjše od 3 kDa. Po dializi smo proregijo nanesli na kolono HiTrap Q HP (GE 
Healthcare), ki smo jo predhodno uravnovesili z vezavnim pufrom za ionskoizmenjevalno 
kromatografijo. Vezano proregijo smo eluirali z linearnim gradientom elucijskega pufra, ki 
je vseboval 500 mM NaCl. Ustrezne frakcije smo združili ter dializirali proti 500-kratnemu 
volumnu pufra 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) čez noč. 
Koncentracijo izolirane proregije smo izračunali iz njene absorbance pri 280 nm, pri čemer 
smo uporabili molarni absorpcijski koeficient 1490 M-1 cm-1. Molarni absorpcijski 
koeficient smo določili na podlagi aminokislinskega zaporedja proregije s prosto dostopnim 
spletnim orodjem ProtParam (ExPASy). Čistost izolirane proregije smo preverili z 
NaDS-PAGE v 15 % poliakrilamidnem gelu, kot je opisano v poglavju 3.2.5. 
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3.2.5 Poliakrilamidna gelska elektroforeza NaDS-PAGE  
Priprava gelov 
Za pripravo poliakrilamidnih gelov smo uporabili stojala in stekelca sistema 
Mini-PROTEAN (Bio-Rad). Mešanice za ločevalni gel (preglednica 17) smo vlili med 
namenski stekelci, razmaknjeni za 0,75 mm ter pustili polimerizirati 45 min pri sobni 
temperaturi. Preko strjenega ločevalnega gela smo nalili mešanico za zbiralni gel 
(preglednica 17) ter vstavili ustrezne glavničke. Po 2 h smo stekelca z geli zavili v papirnate 
brisačke, omočene z 1× pufrom za NaDS-PAGE (preglednica 5) ter shranili pri 4 °C do 
uporabe.   
 
Preglednica 17: Sestava mešanic za pripravo 15 % poliakrilamidnih gelov. 
Ločevalni gel Zbiralni gel 
Komponenta mešanice (za 4 
gele) 
Volumen 
[µL] 
Komponenta mešanice (za 4 
gele) 
Volumen 
[µL] 
dH2O 4465 dH2O 4066 
pufer Tris (1,5 M, pH 8,8) 4165 pufer Tris (0,5 M, pH 6,8) 1666 
NaDS (10 % w/v) 165 NaDS (10 % w/v) 66 
akrilamid:bis-akrilamid (29:1, 
30 % w/v) 
8250 akrilamid:bis-akrilamid (29:1, 
30 % w/v) 
866 
APS (10 % w/v) 83,5 APS (10 % w/v) 33,3 
TEMED 8,5 TEMED 3,3 
Skupni volumen [µL] 17137 Skupni volumen [µL] 6700,6 
 
Elektroforeza 
Stekelca z geli smo vstavili v stojalo z elektrodama ter namestili v elektroforezno komoro 
sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad) in jo napolnili z 1× pufrom za NaDS-PAGE. Vzorce 
smo pripravili tako, da smo jim dodali 4× nanašalni pufer za NaDS-PAGE (preglednica 5), 
ki je vseboval tudi 4 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) ter 4 mM EDTA ter jih 5 min 
inkubirali pri 95 °C (razen, če ni navedeno drugače). Elektroforezo smo pustili potekati pri 
konstantni napetosti 185 V okoli 50 min. Po elektroforezi smo gele trikrat po 5 min spirali v 
dH2O, zatem pa obarvali z barvilom SimplyBlue SafeStain (Invitrogen) po navodilih 
proizvajalca. Ozadje obarvanih gelov smo razbarvali v dH2O. Gele smo skenirali z optičnim 
čitalnikom.  
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3.2.6 Prenos western  
Proteine smo ločili z NaDS-PAGE v 15 % poliakrilamidnih gelih in jih po elektroforezi 
spirali v pufru za prenos (preglednica 5). V enakem pufru smo omočili filtrske papirje, ki 
smo jih kasneje uporabili za prenos proteinov iz gelov na PVDF membrane. Nato smo v 
ustreznem zaporedju enega na drugega zložili filtrske papirje, gel ter PVDF membrano, ki 
smo jo predhodno 5 min omakali v 96 % etanolu. Zložen skupek smo vstavili v namenski 
modul sistema za prenos proteinov Mini Trans-Blot (Bio-Rad).  Prenos proteinov na PVDF 
membrano smo izvajali 3 h v pufru za prenos pri električnem toku 260 mA. Zatem smo 
membrano pri sobni temperaturi 30 min inkubirali z zibanjem v pufru TBS (preglednica 5) 
s 5 % (w/v) mlekom v prahu. Membrano smo nato prenesli v raztopino 1500-krat redčenih 
zajčjih poliklonskih protiteles, specifičnih za vezavo na histidinske oznake. Membrano smo 
v raztopini poliklonskih protiteles inkubirali 2 h pri sobni temperaturi z zibanjem, nato pa 
smo jo spirali s pufrom TBS trikrat po 5 min. Sprano membrano smo nato inkubirali v 
raztopini 2000-krat redčenih kozjih protiteles IgG, ki so bila specifična za zajčja protitelesa 
ter konjugirana s hrenovo peroksidazo. Membrano smo s kozjimi protitelesi inkubirali čez 
noč, z zibanjem pri 4 °C. Na koncu smo membrano znova sprali s pufrom TBS (trikrat po 
5 min). Protitelesa s konjugirano hrenovo peroksidazo, ki so ostala vezana na membrani, 
smo zaznali preko kemiluminiscence, pri čemer smo uporabili reagent ECL Plus (GE 
Healthcare) po navodilih proizvajalca.  
 
3.2.7 Določanje zaporedij N-koncev proteinov 
Proteine smo ločili z NaDS-PAGE in prenesli na PVDF membrane po postopku, ki je opisan 
v poglavju 3.2.6. Membrane smo nato trikrat po 5 min spirali v destilirani vodi, nato pa jih 
1,5 min barvali v raztopini 50 % (v/v) metanola ter 7 % (v/v) ocetne kisline z dodanim 
0,1 % (w/v)  barvilom Coomassie Brilliant Blue R-250. Ozadje membrane smo nato 
razbarvali v 50 % (v/v) metanolu. Zatem smo membrano sprali v vodi trikrat po 5 min ter 
posušili na zraku. Ustrezne lise proteinov smo iz membrane izrezali s sterilnim skalpelom 
ter jih poslali bodisi na Institut Jožef Stefan (Slovenija), bodisi v podjetje Alphalyse, kjer so 
z določili zaporedja N-koncev proteinov v izrezanih lisah z Edmanovo razgradnjo.   
 
3.2.8 Priprava zrelega pernizina 
Zreli pernizin smo pripravili tako, da smo protein proPer razredčili v pufru 50 mM HEPES 
(pH 8,9) z 1 mM CaCl2 do koncentracije 40 µg/mL ter inkubirali pri 90 °C 6 h. Zreli pernizin 
smo shranili pri -80 °C do nadaljnje uporabe. Koncentracijo zrelega pernizina smo ocenili z 
NaDS-PAGE. Pred nanosom na poliakrilamidni gel smo določenemu volumnu zrelega 
pernizina dodali triklorocetno kislino (TCA) do koncentracije 10 % (v/v). Po 10 minutah 
centrifugiranja pri 18000 × g ter 4 °C smo oborino zrelega pernizina sprali z ledenohladnim 
100 % acetonom ter znova centrifugirali 10 min pri 18000 × g ter 4 °C. Oborino smo osušili 
pri sobni temperaturi ter nato raztopili v 10 µL 4× nalagalnega pufra za NaDS-PAGE. Zreli 
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pernizin, raztopljen v nalagalnem pufru, smo nato inkubirali 5 min pri 100 °C ter nanesli na 
15 % poliakrilamidni gel. Na gel smo prav tako nanesli znane mase proteina proPerS355A, 
katerega koncentracijo smo predhodno določili s kompletom »Pierce BCA Protein Assay 
Kit«. Elektroforezo smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.2.5. Intenzitete proteinskih lis 
smo določili denzitometrično s prosto dostopnim programom GelAnalyzer. Maso zrelega 
pernizina smo določili s primerjavo intenzitet ustreznih lis z intenzitetami lis proteina 
proPerS355A. Iz določene mase zrelega pernizina v gelu smo izračunali njegovo masno 
koncentracijo v prvotnem vzorcu. 
Zreli pernizin smo pripravili tudi v liofilizirani obliki. Pred zamrzovanjem smo zreli pernizin 
dializirali proti 200-kratnemu volumnu destilirane vode. Uporabili smo dializno membrano 
Spectra/Por s prepustnostjo za molekule, manjše od 3 kDa. Pernizin smo dializirali 16 h pri 
4 °C, pri čemer smo po 4 h zamenjali destilirano vodo s svežo. Po dializi smo pernizin 
zamrznili v tekočem dušiku ter posušili z liofilizatorjem čez noč. Liofilizirani zreli pernizin 
smo shranili pri -80 °C. 
 
3.2.9 Analize aktivacije propernizina 
Proteine proPer, proPerΔCa ter proPerΔIS smo razredčili v pufru 50 mM HEPES (pH 8,9) 
do koncentracije 40 µg/mL. Pripravljene alikvote (250 µL) razredčenih proteinov smo 
inkubirali v vodnih kopelih pri določenih temperaturah ter pri različnih koncentracijah 
CaCl2. Ob ustreznih časovnih intervalih smo iz vsakega alikvota vzorčili po 50 µL, ki smo 
jih nemudoma zamrznili pri -20 °C do naknadnih analiz proteolitične aktivnosti z 
azokazeinom (opisano v poglavju 3.2.11). Preostalim 200 µL alikvotov smo dodali po 
22,4 µL 100 % TCA. Oborjene proteine smo centrifugirali 10 min pri 18000 × g ter 4 °C.  
Oborine smo sprali z ledenohladnim 100 % acetonom ter znova centrifugirali pri enakih 
pogojih. Oborine smo nato raztopili v 4× nanašalnem pufru za NaDS-PAGE ter  jih pred 
nanosom na 15 % poliakrilamidne gele inkubirali pri 100 °C 5 min. Elektroforezo 
NaDS-PAGE smo izvedli tako, kot je opisano v poglavju 3.2.5.  
 
3.2.10 Analiza temperaturne stabilnosti zrelega pernizina 
Zreli pernizin smo v alikvotih po 1 mL s koncentracijo proteina 25 µg/mL inkubirali pri 
temperaturah 90 °C, 100 °C ter 120 °C. Zreli pernizin je bil raztopljen v pufru 50 mM HEPES 
(pH 8,9), 10 mM CaCl2. Alikvote smo pri ustrezni temperaturi inkubirali v termobloku 
(Starlab) s kovinskim adapterjem za 1,5 mL mikrocentrifugirke. Ob določenih časovnih 
intervalih smo iz vsakega alikvota vzorčili po 50 µL, ki smo jih nato zamrznili pri -20 °C do 
naknadnih analiz proteolitične aktivnosti z azokazeinom (opisano v poglavju 3.2.11). 
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3.2.11 Proteolitična aktivnost 
Določanje proteolitične aktivnosti z azokazeinom 
Test proteolitične aktivnosti, pri čemer smo kot substrat uporabili azokazein, temelji na 
zaznavanju sproščenega azobarvila ob proteolizi azokazeina. V mikrocentrifugirki smo k 
10 µL vzorca dodali 90 µL azokazeina v pufru 50 mM HEPES (pH 8,9) tako da je 
koncentracija azokazeina v reakcijski mešanici znašala 1,5 % (w/v). Kot slepo kontrolo smo 
v reakcijske mešanice namesto vzorca s pernizinom dodali 10 µL pufra 50 mM HEPES 
(pH 8,9) z 1 mM CaCl2. Končna koncentracija CaCl2 v mešanicah je znašala 1 mM. 
Mešanice smo 20 min inkubirali v vodni kopeli, segreti na 90 °C. Proteolitično delovanje 
pernizina smo zaustavili z dodatkom 30 µL 15 % (w/v) TCA. S tem smo hkrati oborili tudi 
nerazgrajeni azokazein, ki smo ga od supernatanta ločili z 10 minutnim centrifugiranjem pri 
18000 × g. Po centrifugiranju smo 100 µL supernatanta združili s 30 µL 5 M NaOH v 
mikrotitrski plošči. Absorbanco sproščenega azobarvila smo pomerili pri 440 nm s 
čitalnikom mikrotitrskih plošč. Višja absorbanca je pomenila več sproščenega azobarvila, 
torej več razgrajenega azokazeina. Od absorbanc posameznih vzorcev smo odšteli 
absorbanco slepe kontrole. Vsak poskus smo izvedli v treh ponovitvah.  
 
Določanje kinetičnih parametrov zrelega pernizina 
Za določanje kinetičnih parametrov zrelega pernizina smo uporabili sintetični tetrapeptidni 
substrat Suc-AAPF-pNA (slika 11). Ta substrat ima s peptidno vezjo vezan tudi nitroanilid, 
ki se ob razgradnji substrata sprosti ter absorbira valovno dolžino 410 nm.  
 
Slika 11: Strukturna formula sintetičnega substrata Suc-AAPF-pNA.   
 
Pripravili smo 600 µL reakcijske mešanice z 2 nM zrelim pernizinom ter različnimi 
koncentracijami substrata Suc-AAPF-pNA v pufru 50 mM HEPES (pH 8,9) z 1 mM CaCl2. 
Mešanice smo inkubirali v kvarčnih kivetah pri 20 °C oziroma 90 °C v spektrofotometru 
(Cary 100 Bio, Varian) ter hkrati neprekinjeno merili absorbanco pri 410 nm. Vse poskuse 
smo izvedli v treh ponovitvah. Od izmerjenih absorbanc vzorcev smo odšteli absorbance 
mešanic brez dodanega pernizina ter izračunali količino sproščenega nitroanilida po enačbi: 
𝑛𝑛 =
𝐴𝐴410
𝜀𝜀410 ∙ 𝑙𝑙
∙ 109 ∙ 𝑉𝑉 
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n, množina sproščenega nitroanilida (nmol); A410, absorbanca pri valovni dolžini 410 nm; 
ε410, molarni absorpcijski koeficient nitroanilida (8900 M-1 cm-1); l, dolžina optične poti 
(cm); V, volumen vzorca v kiveti (L). 
Iz množine sproščenega nitroanilida po 4 minutah smo za vsako uporabljeno 
koncentracijo substrata izračunali začetno hitrost reakcij po enačbi: 
𝑣𝑣 =
𝑛𝑛
240 𝑠𝑠 
v, začetna hitrost reakcije (nmol/s); n, množina sproščenega nitroanilida po 4 minutah 
(nmol). 
Odvisnost začetne hitrosti reakcij od koncentracije substrata smo ponazorili z 
Lineweaver-Burkovim diagramom. Iz recipročne vrednosti sečišča tega diagrama z ordinato 
smo določili maksimalno hitrost reakcije (Vmax). Michaelisovo konstanto (KM) smo 
izračunali tako, da smo naklon diagrama pomnožili z vrednostjo Vmax. Pretvorbeno število 
(kcat) zrelega pernizina smo izračunali tako, da smo vrednost Vmax delili z množino zrelega 
pernizina v reakcijski mešanici.  
 
Določanje inhibitorne aktivnosti proregije 
Inhibitorno delovanje proregije pernizina smo preverili tako, da smo 300 µL zrelega 
pernizina (4 nM) v pufru 50 mM HEPES (pH 8,9) z 1 mM CaCl2 dodali k 300 µL mešanice 
substrata Suc-AAPF-pNA (0,6 mM) in proregije v različnih koncentracijah. Substrat  in 
proregija sta bila raztopljena v enakem pufru kot zreli pernizin. Pripravljene 600 µL 
mešanice smo inkubirali v kvarčnih kivetah pri 20 °C ali 90 °C v spektrofotometru (Cary 
100 Bio, Varian), pri čemer smo sproščenemu nitroanilidu sledili z neprekinjenim merjenjem 
absorbance pri 410 nm. Poskus smo izvedli tudi tako, da smo sprva pri sobni temperaturi 
20 min inkubirali zreli pernizin z različnimi koncentracijami proregije, nato pa smo v 
mešanice dodali še Suc-AAPF-pNA do koncentracije 0,3 mM ter pričeli z meritvami 
absorbance pri 410 nm, kot je opisano zgoraj. Tudi pri tem poskusu so bili zreli pernizin, 
proregija ter substrat raztopljeni v pufru 50 mM HEPES (pH 8,9) z 1 mM CaCl2. Na enak 
način, kot je opisano za zreli pernizin, smo preverili tudi inhibicijo subtilizina Carlsberg s 
proregijo pernizina.  
 
Razgradnja proteinskih substratov 
V 12 µL mešanicah smo inkubirali po 0,25 µg zrelega pernizina s 50 µg proteinskega 
substrata. Kot proteinski substrat smo uporabili goveji serumski albumin, ovalbumin ali 
kazein. Mešanice encima in substrata smo pripravili v pufru 50 mM HEPES (pH 8,9) z 
10 mM CaCl2. Za negativno kontrolo smo pripravili mešanice s 50 µg proteinskega substrata 
brez dodanega zrelega pernzina. Mešanice smo inkubirali v vodnih kopelih pri temperaturah 
od 20 °C do 100 °C. Po 30 min inkubacije smo delovanje encima ustavili z dodatkom 4 µL 
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4× pufra za NaDS-PAGE. Mešanico smo nanesli na 15 % poliakrilamidni gel in analizirali 
z NaDS-PAGE, kot je opisano v poglavju 3.2.5.  
 
Določanje proteolitične aktivnosti lizatov celih celic 
Preverili smo proteolitično aktivnost lizatov bakterij E. coli, ki so izražale rekombinantne 
proteine proPer, proPerS355A, Per93-430, Per138-430, Per1-418 ter Per1-376. Lizate celih 
celic smo pripravili tako, da smo po 75 mL kulture 15 min centrifugirali pri 4000 × g ter 
4 °C. Celične pelete smo resuspendirali v pufru 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) s 5 mM CaCl2 ter 
razbili z ultrazvokom s sedmimi pulzi po 20 s na ledu. Amplitudo ultrazvočnega razbijalnika 
smo nastavili na 40 %. Lizate smo zbistrili s 15 min centrifugiranjem pri 15000 × g ter 4 °C. 
Supernatante smo shranili pri -20 °C do nadaljnjih analiz. Koncentracijo proteinov v lizatih 
smo določili s kompletom »Pierce BCA Protein Assay Kit«. 
Prisotnost proteolitično aktivnih proteinov v lizatih smo preverili s cimografijo. Vzorcem 
lizatov smo dodali 4× nanašalni pufer za NaDS-PAGE brez PMSF ter EDTA in naložili na 
15 % poliakrilamidne gele, ki so vsebovali 0,2 % (w/v) kazein. Elektroforezo smo izvedli 
pri 185 V. Zatem smo gele trikrat po 5 min spirali v destilirani vodi, nato pa 30 min inkubirali 
v 2 % (w/v) raztopini detergenta Triton X-100 pri sobni temperaturi. S tem smo iz gela 
odstranili preostali NaDS. Triton X-100 smo odstranili s spiranjem v destilirani vodi (trikrat 
po 5 min), na koncu pa smo gele prestavili v pufer 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) s 5 mM CaCl2. 
V tem pufru smo gele inkubirali pri 90 °C ali 60 °C čez noč (16 h). Gele smo obarvali z 
barvilom SimplyBlue SafeStain ter skenirali z optičnim čitalnikom.  
Proteolitično aktivnost lizatov celih celic smo spektroskopsko preverili tako, da smo 
pripravili mešanice po 150 µL s koncentracijo proteinov iz lizatov 0,25 mg/mL ter 0,3 mM 
Suc-AAPF-pNA v pufru 50 mM HEPES (pH 8,9) z 1 mM CaCl2. Mešanice smo po dodatku 
substrata inkubirali pri 60 °C ali 90 °C 60 min. Po inkubaciji smo mešanice centrifugirali 
(18000 × g, 5 min) in supernatante prenesli v mikrotitrske plošče. S čitalnikom mikrotitrskih 
plošč smo izmerili absorbance pri valovni dolžini 410 nm. Poskus smo izvedli tudi tako, da 
smo mešanice pred dodatkom substrata inkubirali 6 h pri 90 °C, zato da smo zagotovili 
aktivacijo različic pernizina, sintetiziranih skupaj s proregijo. Poleg lizata z mutantom v 
aktivnem mestu (proPerS355A) smo kot negativno kontrolo uporabili tudi lizat s proteinom 
proPer, ki smo mu po aktivaciji (šesturnem gretju pri 90 °C) dodali tudi proregijo do 
koncentracije 10 µM. Lizat smo nato s proregijo inkubirali 30 min pri sobni temperaturi, 
zatem pa v mešanice dodali substrat in določili proteolitične aktivnosti tako, kot je opisano 
zgoraj.  
 
3.2.12 Analize zvitja proteinov 
Določanje spektrov na osnovi fluorescence triptofanskih ostankov 
Proteine proPerS355A, proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A smo razredčili v pufru 10 mM Tris 
(pH 8,0) do koncentracije 2 µM. Po 400 µL pripravljenih mešanic smo prenesli v kvarčne 
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kivete ter jim dodali različne koncentracije CaCl2. Vzorce smo v spektrofluorimetru vzbujali 
s svetlobo valovne dolžine 295 nm, emitirano svetlobo pa smo spremljali v območju 
valovnih dolžin med 300 nm in 600 nm. Vse meritve smo izvedli pri 20 °C. Širino rež za 
vzbujevalno ter emitirano svetlobo smo nastavili na 5 nm. Fluorescenčne spektre smo 
snemali pri hitrosti 120 nm/min, pri čemer je znašal čas povprečenja izmerjenega signala pri 
vsaki valovni dolžini 0,5 s. Spekter vsakega vzorca smo posneli trikrat ter posnete spektre 
istih vzorcev povprečili. Od izmerjenih spektrov smo odšteli spekter pufra brez proteinov. 
 
Cirkularni dikroizem (CD) 
Prisotnost sekundarne in terciarne zgradbe v proteinih smo preverili s snemanjem njihovih 
CD-spektrov. Uporabili smo spektrofotometer J-1500 (Jasco), s katerim smo CD-spektre 
snemali pri hitrosti 20 nm/min. Pasovno širino smo nastavili na 1 nm, čas povprečenja 
izmerjenih signalov na detektorju pa 2 s. Za snemanje spektrov v daljnem UV-območju smo 
proteine proPerS355A, proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A razredčili v pufru 10 mM Tris 
(pH 8,0) do koncentracije 0,1 mg/mL, proregijo pa smo v istem pufru razredčili do 
koncentracije 0,2 mg/mL. Spektre smo posneli pri valovnih dolžinah od 250 nm do 195 nm 
v kvarčnih kivetah z optično potjo dolžine 1 mm. Spektre v bližnjem UV-območju (od 
320 nm do 250 nm) smo posneli v kvarčnih kivetah z optično potjo 10 mm, pri čemer smo 
uporabili proteine v koncentraciji 1,0 mg/mL (proPerS355A, proPerΔCaS355A ter 
proPerΔISS355A) oziroma 2,0 mg/mL (proregija) v pufru 10 mM Tris (pH 8,0). Meritve v 
daljnem in bližnjem UV-območju smo izvedli pri 20 °C in 90 °C. CD-spektre proteinov 
proPerS355A, proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A smo v daljnem in bližnjem UV-območju 
izmerili tudi pri različnih koncentracijah CaCl2.  
Zrelemu pernizinu s koncentracijo 25 µg/mL smo pred meritvami CD-spektrov dodali 
4-2(-aminoetil)benzensulfonil fluorid (AEBSF) do koncentracije 1 mM. Mešanico smo 
30 min inkubirali pri sobni temperaturi in jo nato zamrznili v tekočem dušiku ter liofilizirali 
čez noč. Posušeni protein smo raztopili v vodi mili-Q do koncentracije ~0,5 mg/mL ter 
dializirali proti 500-kratnemu volumnu pufra 10 mM Tris (pH 8,0), 5 mM CaCl2 čez noč pri 
4 °C. Koncentracijo pripravljenega zrelega pernizina smo določili s kompletom »Pierce 
BCA Protein Assay Kit«. Pri meritvah CD-spektrov smo uporabili koncentracijo zrelega 
pernizina 0,15 mg/mL v pufru 10 mM Tris (pH 8,0) s 5 mM CaCl2. Spektre smo posneli pri 
20 °C ter 90 °C. 
Od izmerjenih spektrov smo odšteli ustrezne spektre pufra brez dodanih proteinov. Molarne 
eliptičnosti pri valovni dolžini smo izračunali po enačbi: 
[𝜃𝜃] =
𝜃𝜃𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 ∙ 𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
𝛾𝛾 ∙ 𝑙𝑙  
[θ], molarna eliptičnost (deg cm2 dmol-1); θizm, izmerjen signal eliptičnosti (mdeg); MMRW, 
povprečna molekulska masa aminokislinskih ostankov v proteinu (g/mol); γ, masna 
koncentracija proteina (g/L); l, dolžina optične poti žarkov pri prehodu skozi kiveto (mm). 
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Vrednosti MMRW smo izračunali tako, da smo molekulsko maso proteina delili s številom 
aminokislinskih ostankov tega proteina. Molekulske mase proteinov smo izračunali s 
spletnim orodjem ProtParam (ExPASy). Upoštevali smo prisotnost oznake His10 pri 
proteinih proPerS355A, proPerΔCaS355A, proPerΔISS355A ter zrelem pernizinu. Pri proteinih 
proPerS355A, proPerΔCaS355A, proPerΔISS355A smo upoštevali tudi odsotnost signalnih 
peptidov. Vrednosti MMRW so znašale 102,37 za proPerS355A, 102,10 za proPerΔCaS355A, 
102,25 za proPerΔISS355A, 102,81 za zreli pernizin ter 100,60 za proregijo pernizina.  
 
Elektroforeza 
Proteine proPerS355A, proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A smo pri koncentraciji 2 µM v pufru 
10 mM Tris (pH 8,0) inkubirali v prisotnosti različnih koncentracij CaCl2 pri sobni 
temperaturi. Po 15 min smo k 12 µL alikvotov dodali po 4 µL 4× nanašalnega pufra za 
NaDS-PAGE brez EDTA in brez PMSF. Mešanice smo nanesli na 15 % poliakrilamidne 
gele ter izvedli NaDS-PAGE, kot je opisano v poglavju 3.2.5.  
 
3.2.13 Gelska filtracija 
Gelske filtracije smo izvedli na kromatografskem sistemu NGC (Bio-Rad). Na podlagi 
proteinskih velikostnih standardov smo za vsako kolono določili linearno umeritveno 
krivuljo desetiških logaritmov molekulskih mas standardov v odvisnosti od elucijskih 
volumnov: 
𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙10[𝑀𝑀𝑀𝑀] = 𝑘𝑘 ∙ 𝑉𝑉𝑒𝑒 + 𝑛𝑛 
Mw, molekulska masa; k, naklon krivulje; Ve, elucijski volumen; n, sečišče krivulje z 
ordinato. 
Iz zgornje enačbe za umeritveno krivuljo smo izračunali neznane molekulske mase v 
izbranih vrhovih na kromatogramih.  
 
Analiza agregacije proteinov 
Za analizo agregacije proteinov proPerS355A ter proPerΔOmpAS355A smo uporabili kolono 
Superdex 200 HiLoad 16/600 (GE Healthcare). Kolono smo uravnovesili s pufrom za gelsko 
filtracijo (preglednica 5). Enak pufer smo uporabili tudi pri vseh nadaljnjih postopkih gelske 
filtracije. Na kolono smo nanesli po 1 mL velikostnih standardov ali vzorcev proteinov 
proPerS355A ter proPerΔOmpAS355A, izoliranih iz citoplazme oziroma periplazme bakterij E. 
coli. Pred nanosom na kolono smo vzorcem dodali NaCl do koncentracije 150 mM ter CaCl2 
do koncentracije 5 mM in jih centrifugirali 10 min pri 18000 × g. Koncentracija proteinov 
proPerS355A ter proPerΔOmpAS355A je znašala od 0,5 do 1,0 mg/mL. Koncentracije 
velikostnih standardov so znašale 5 mg/mL (albumin), 2,5 mg/mL (alkoholna 
dehidrogenaza), 2 mg/mL (β-amilaza) oziroma 1,5 mg/mL (karbonska anhidraza). Gelsko 
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filtracijo smo izvajali pri pretoku 1 mL/min. Ustrezne frakcije smo skoncentrirali s 
centrifugalnimi filtri Amicon Ultra-4, ki so prepuščali molekule, manjše od 10 kDa. 
Koncentracije proteinov v skoncentriranih frakcijah smo določili s kompletom »Pierce BCA 
Protein Assay Kit«. Proteine v frakcijah smo analizirali z NaDS-PAGE na 15 % 
poliakrilamidnih gelih, kot je opisano v poglavju 3.2.5. 
 
Analiza interakcije proregije s pernizinom ter subtilizinom Carlsberg 
Kolono Superdex 200 Increase 3.2/300 (GE, Healthcare) smo uravnovesili s pufrom za 
gelsko filtracijo (preglednica 5). Enak pufer smo uporabili tudi kot mobilno fazo pri nadaljnji 
ločbi proteinov. Vzorce smo pripravili tako, da smo liofilizirani zreli pernizin in subtilizin 
Carlsberg raztopili v pufru za gelsko filtracijo ter določili koncentracijo proteinov s 
kompletom »Pierce BCA Protein Assay Kit«.  Vzorcem smo dodali proregijo v 1,25-kratnem 
molarnem prebitku ali pa enak volumen pufra za gelsko filtracijo ter jih 30 min inkubirali 
pri sobni temperaturi. Končne koncentracije proteinov v vzorcih so znašale 1,25 mg/mL 
(zreli pernizin), 1,0 mg/mL (subtilizin Carlsberg) ter 0,3 mg/mL (proregija). Pripravili smo 
tudi velikostne standarde v koncentracijah 5 mg/mL (albumin), 2,5 mg/mL (alkoholna 
dehidrogenaza), 2 mg/mL (β-amilaza) oziroma 1,5 mg/mL (karbonska anhidraza). Pred 
nanosom na kolono smo vzorce 10  min centrifugirali pri 18000 × g. Na kolono smo nanesli 
po 30 µL vzorcev. Ločba proteinov na koloni je potekala pri pretoku 75 µL/min.  
 
3.2.14 Kristalizacija 
Da bi določili tridimenzionalno zgradbo propernizina s sipanjem rentgenskih žarkov, smo 
poskušali kristalizirati neaktivno različico propernizina, proPerS355A. Predpostavili smo, da 
protein proPerS355A zaradi mutacije v aktivnem centru ne bo podvržen avtolizi med 
kristalizacijo. 
 
Predkristalizacijski testi topnosti proteina 
Pred kristalizacijo smo po protokolu, opisanem v [114], določili raztopino, v kateri je bil 
protein proPerS355A najbolj topen. Izolirani protein proPerS355A v pufru 10 mM Tris (pH 8,0) 
z 10 mM CaCl2 smo skoncentrirali do koncentracije 5 mg/mL. Za koncentriranje smo 
uporabili centrifugalne filtre Amicon Ultra-0.5, ki so prepuščali molekule, manjše od 
10 kDa. Nato smo k 150 µL skoncentriranega proteina proPerS355A dodali 190 µL 40 % (w/v) 
PEG 8000. Po 15 min pri sobni temperaturi smo mešanico premešali s pipeto ter razdelili po 
18 µL v mikrocentrifugirke. K vsakemu alikvotu smo dodali po 2 µL ustrezne raztopine 
pufra oziroma soli s koncentracijo 1 M. Preizkusili smo 23 različnih pufrov za teste topnosti, 
navedenih v preglednici 5, ter raztopino 4 M NaCl. Mešanice smo po 20 min inkubacije pri 
sobni temperaturi centrifugirali 4 min pri 20000 × g. Koncentracijo proteinov v supernatantih 
smo določili s kompletom »Pierce BCA Protein Assay Kit«.  
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S testom PCT (Hampton-Research) smo izbrali primerno koncentracijo proteina za 
kristalizacijo.  Test temelji na precipitaciji proteina z amonijevim sulfatom oziroma PEG 
4000. Protein proPerS355A smo s centrifugalnim filtrom Amicon Ultra-0.5, ki je prepuščal 
molekule, manjše od 10 kDa, dializirali proti pufru 100 mM HEPES (pH 8,0) z 10 mM 
CaCl2. Na ta način smo proPerS355A tudi skoncentrirali do koncentracije 15 mg/mL. V ločene 
rezervoarje na plošči za kristalizacijo »Intelli-Plate 24-4« smo nanesli po 450 µL enega 
izmed pufrov za test PCT (preglednica 5). V pripadajoče vdolbinice nad vsakim 
rezervoarjem smo nanesli po 1 µL proteina proPerS355A pri različnih koncentracijah. Vsaki 
kapljici proteina smo dodali še po 1 µL enakega pufra, kot je bil v rezervoarju. Ploščo smo 
zatem zatesnili s samolepilno prozorno folijo ter inkubirali pri sobni temperaturi. Po 30 min 
smo pod svetlobnim mikroskopom preverili raven precipitacije v kapljicah proteina na 
plošči.  
 
Optimizacija pogojev za kristalizacijo  
Glede na rezultate testa PCT smo protein proPerS355A pri koncentracijah 5 mg/mL ter 
8 mg/mL v pufru 100 mM HEPES (pH 8,0) z 10 mM CaCl2 po 0,1 µL razdelili v vdolbinice 
na ploščah »Intelli-Plate 96-3«, ki omogočajo kristalizacijo z metodo sedeče kapljice. 
Kapljicam proteina smo dodali po 0,1 µL kristalizacijskih pufrov. V ustrezne rezervoarje na 
plošči smo dodali po 35 µL enakih kristalizacijskih pufrov, kot smo jih dodali proteinu. 
Uporabili smo kristalizacijske pufre iz devetih različnih setov: Index HT (Hampton 
Research), PACT Premier in Morpheus (Molecular Dimensions), JCSG Core I-IV Suite, 
PEGs II Suite, in pHClear I Suite (vsi Qiagen). Vsak set je vseboval 96 različnih 
kristalizacijskih pufrov. Za nanašanje pufrov ter proteina na kristalizacijske plošče smo 
uporabili kristalizacijski robot Gryphon (Art Robbins Instruments; CIPKeBiP, Institut Jožef 
Stefan). Plošče smo zatesnili s samolepilno prozorno folijo ter inkubirali pri 20 °C v sistemu 
za slikanje kristalov Rock Imager (Formulatrix).  
Raztopine pufrov, soli in precipitantov, v katerih smo opazili rast kristalov, smo nato 
dodatno optimizirali tako, da smo spreminjali vrednosti pH ter koncentracije soli oziroma 
precipitantov v teh raztopinah. V optimiziranih raztopinah smo skušali kristalizirati protein 
proPerS355A v 2 µL sedečih kapljicah na ploščah »Intelli-Plate 24-4«. Na plošče smo nanesli 
po 1 µL proteina proPerS355A s koncentracijo 5 mg/mL oziroma 8 mg/mL. Kapljicam proteina 
smo dodali po 1 µL ustreznega kristalizacijskega pufra. V rezervoarje na ploščah smo dodali 
po 450 µL ustreznih kristalizacijskih pufrov. Plošče smo zatesnili s samolepilno prozorno 
folijo ter hranili pri 20 °C v sistemu za slikanje kristalov.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 VEZAVNA MESTA ZA KALCIJEVE IONE V PRIMARNI 
ZGRADBI PERNIZINA 
Iz primerjave aminokislinskega zaporedja pernizina in Tk-subtilizina je razvidno, da je vseh 
sedem vezavnih mest za Ca2+ iz Tk-subtilizina (Ca1-Ca7) ohranjenih v pernizinu (slika 12). 
V mestih Ca1 ter Ca5 so nekateri asparaginski ter glutaminski ostanki iz Tk-subtilizina 
zamenjani z aspartatnimi ter glutamatnimi v pernizinu. Vse večje insercije iz Tk-subtilizina 
(IS1, IS2 in IS3), ki so odsotne v mezofilnih bakterijskih subtilizinih (npr. v subtilizinu E), 
so ohranjene v pernizinu. Znotraj katalitične domene pernizina je prisotna še četrta insercija 
iz osmih aminokislinskih ostankov (Val129-Asn136), ki je odsotna v Tk-subtilizinu. S 
programskim orodjem BLASTp omenjene insercije nismo našli v nobenem izmed 
aminokislinskih zaporedij subtilizinu podobnih proteaz, ki so že bile proučene. 
Aminokislinska ostanka Asp134 ter Asn136 iz te insercije skupaj  z ostankoma Asp138 ter Gly139 
tvorita ohranjen motiv za vezavo Ca2+, DX(D/N)XDG [115].   
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Slika 12: Zgradba propernizina in predvidena mesta za vezavo Ca2+. Številke nad shemo ustrezajo položajem 
aminokislinskih ostankov, ki razmejujejo posamezna območja primarne zgradbe propernizina. Signalni peptid 
(SIG.) se začne z ostankom Met1, proregija z Ala27 ter katalitična domena z Ala95. Edinstvena insercija na 
katalitični domeni pernizina je označena z vijoličnim pravokotnikom. Prikazana je tudi primerjava območja v 
pernizinu, ki obsega edinstveno insercijo, z ustreznima območjema v aminokislinskih zaporedjih Tk-subtilizina 
iz arheje T. kodakarensis in subtilizina E iz bakterije B. subtilis. Motiv za vezavo Ca2+ znotraj te insercije je 
podčrtan, aminokislinski ostanki, ki predvidoma vežejo Ca2+, pa so obarvani vijolično. Pod prekinjeno črto je 
prikazana primerjava celotnih aminokislinskih zaporedij propernizina, proTk-subtilizina in prosubtilizina E. 
Območja signalnih peptidov so podčrtana z zeleno, območja proregij z oranžno in območja katalitičnih domen 
z modro barvo. Tri večje insercije (IS1, IS2 in IS3), ki so bile odkrite v Tk-subtilizinu [48] ter so ohranjene tudi 
v pernizinu, so obkrožene s sinjimi pravokotniki. Edinstvena insercija v pernizinu (glede na Tk-subtilizin) je 
obkrožena z rdečim pravokotnikom. Z vijoličnimi črtami so označena področja, ki ustrezajo sedmim mestom 
za vezavo ionov Ca2+ (Ca1-Ca7), odkritih v Tk-subtilizinu [47]. Aminokislinski ostanki, ki tvorijo vezi s Ca2+ 
v Tk-subtilizinu [47], so obarvani vijolično. Enako so obarvani tudi ustrezni aminokislinski ostanki v pernizinu 
in subtilizinu E. Zaporedja smo poravnali s programskim orodjem Clustal Omega [116], prikazali pa s 
programom BoxShade. 
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4.2 MODEL TRIDIMENZIONALNE ZGRADBE PROPERNIZINA 
Model tridimenzionalne zgradbe propernizina (slika 13) nakazuje na podobno urejenost 
terciarne zgradbe kot pri proTk-subtilizinu. Proregija obsega dve α-vijačnici ter β-ploskev 
iz štirih beta trakov. Preko petega β-traku je proregija povezana s katalitično domeno, pri 
čemer ostanek Met94 na C-koncu proregije zaseda aktivno mesto na katalitični domeni.  
 
 
Slika 13: Model tridimenzionalne zgradbe propernizina. Proregija pernizina je prikazana z oranžno, katalitična 
domena pernizina pa z modro barvo. Zgradba proTk-subtilizina (koda PDB: 2E1P) je prikazana s sivo. 
Katalitična triada pernizina (Ser355-His184-Asp139) je prikazana z zelenimi paličkami. Aminokislinska ostanka, 
ki sta na skrajnih koncih edinstvene insercije v pernizinu (Val129 in Asn136), sta prikazana z rumenimi 
paličkami. Predvidena površinska zanka z motivom za vezavo Ca2+, ki je odsotna v proTk-subtilizinu, je 
obarvana rožnato. Insercija IS2 iz Tk-subtilizina, s štirimi mesti za vezavo ionov Ca2+ (Ca2-Ca5), je na modelu 
propernizina obarvana rdeče. N-konec propernizina je označen z NP, N-konec proTk-subtilizina pa z NT. 
C-konca obeh proteinov sta označena s črko C. Model zgradbe propernizina smo pridobili s spletnim orodjem 
SWISS-MODEL [117] in prikazali s programom VMD [118].  
Jedro katalitične domene ima značilno αβα-zgradbo. Osrednja β-ploskev katalitične domene 
je sestavljena iz sedmih β-trakov. Nad in pod osrednjo β-ploskvijo sta po dve α-vijačnici. V 
jedru katalitične domene je tudi površinska zanka, ki povezuje enega izmed osrednjih 
β-trakov z zgornjo α-vijačnico. Ta zanka vsebuje štiri vezavna mesta za Ca2+ (Ca2-Ca5). 
Ostala mesta za Ca2+ so v zunanjih N-končnih ter C-končnih regijah, ki niso del osrednjega 
jedra katalitične domene. Edinstvena insercija v pernizinu glede na model omogoča nastanek 
dodatne površinske zanke z vezavnim motivom za Ca2+, ki je odsotna v Tk-subtilizinu.  
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4.3 REZULTATI PRIPRAVE RAZLIČIC PROPERNIZINA 
4.3.1 Primarna zgradba načrtovanih različic propernizina 
Pripravili smo več različic propernizina, sestavljenih iz signalnega peptida, proregije in 
aktivne domene (preglednica 18, slika 14).  
 
Preglednica 18: Pripravljene različice propernizina. 
Različica 
propernizina 
Vrsta 
His-oznake 
Signalni 
peptid 
Mutacije Plazmid 
proPer  His10, C-konec OmpA in 
nativni 
/ pMD204 
proPerS355A  His10, C-konec OmpA in 
nativni 
S355A pMD204 
proPerΔOmpAS355A His6, N-konec nativni S355A pMCSG7 
proPerΔIS His10, C-konec OmpA in 
nativni 
Δ(V129-N136) pMD204 
proPerΔISS355A His10, C-konec OmpA in 
nativni 
Δ(V129-N136), 
S355A 
pMD204 
proPerΔCa His10, C-konec OmpA in 
nativni 
D134A, N136A, 
D138A 
pMD204 
proPerΔCaS355A His10, C-konec OmpA in 
nativni 
D134A, N136A, 
D138A, S355A 
pMD204 
                          
Za namen optimizacije izolacije pernizina iz bakterij E. coli smo pripravili različici 
(proPerS355A ter proPerΔOmpAS355A), ki sta se razlikovali po lokaciji ter dolžini histidinske 
oznake. Ta je bila bodisi na N-koncu (proPerΔOmpAS355A), bodisi na C-koncu (proPerS355A) 
propernizina. Histidinska oznaka na N-koncu je bila sestavljena iz šestih, oznaka na C-koncu 
pa iz desetih histidinskih ostankov. Vse različice s histidinsko oznako na C-koncu (proPer, 
proPerS355A, proPerΔIS,  proPerΔISS355A, proPerΔCa in proPerΔCaS355A) so na N-koncu 
vsebovale tudi signalni peptid proteina OmpA iz bakterije E. coli. Za ovrednotenje vpliva 
insercije z vezavnim motivom za Ca2+ na lastnosti pernizina smo pripravili različice z 
izbrisano insercijo (proPerΔIS in proPerΔISS355A), oziroma mutiranim vezavnim motivom za 
Ca2+ na tej inserciji (proPerΔCa in proPerΔCaS355A; mutacije Asp134, Asn136, Asp138  
Ala134, Ala136, Ala138). Neaktivne različice propernizina so imele serinski ostanek v 
aktivnem mestu zamenjan z alaninskim ostankom (mutacija Ser355  Ala355). Primarne 
zgradbe vseh različic propernizina so opisane v preglednici 18 ter ponazorjene na sliki 14.  
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Slika 14: Shematski prikaz različic propernizina. Prikazani so proteini proPer, proPerΔCa, proPerΔIS ter 
različice z mutiranim serinskim ostankom v katalitični triadi (proPerS355A, proPerΔOmpAS355A, proPerΔCaS355A 
ter proPerΔISS355A). Edinstvena insercija je prikazana z vijoličnim pravokotnikom. Uvedene mutacije v 
predvidenem motivu za vezavo Ca2+ znotraj insercije (pri različici proPerΔCa) so prikazane z rdečo 
(D134A/N136A/D138A). Aminokislinski ostanki, ki razmejujejo proregijo ter katalitično domeno, so 
oštevilčeni tako, kot je razloženo v opisu slike 12. Nativni signalni peptid je označen s črko S. Prikazane so 
tudi oznake His10 oziroma His6 ter signalni peptid proteina OmpA.  
 
Konstrukte načrtovanih različic propernizina smo vstavili v ustrezne plazmide (preglednica 
18), ustreznost njihovih nukleotidnih zaporedij pa potrdili s sekvenciranjem. 
 
4.3.2 Optimizacija pridobivanja propernizina iz bakterij E. coli 
Pri optimizaciji postopka pridobivanja rekombinantnega propernizina smo uporabili 
bakterije E. coli s sintetiziranima neaktivnima različicama propernizina, brez ali s signalnim 
peptidom (SP) OmpA: proPerΔOmpAS355A (brez SP OmpA) in proPerS355A (s SP OmpA). 
Oba proteina smo izolirali iz citoplazemske ter periplazemske frakcije bakterij E. coli z 
afinitetno kromatografijo. 
 
Pridobivanje propernizina iz citoplazemske frakcije 
Proteina proPerΔOmpAS355A in proPerS355A sta po izolaciji iz citoplazemske frakcije v 
poliakrilamidnem gelu potovala pri velikosti ~55 kDa. Poleg tarčnih proteinov so bile 
prisotne tudi proteinske nečistoče (slika 15A). Oba proteina smo skušali dodatno očistiti z 
gelsko filtracijo (slika 15B). Protein proPerΔOmpAS355A je bil v celoti agregiran, saj se je iz 
kolone eluiral pri elucijskem volumnu 47 mL, kar ustreza molekulski masi 560 kDa. Večina 
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molekul proteina proPerS355A je bilo prav tako agregiranih, zaznali pa smo tudi monomerno 
obliko tega proteina, z molekulsko maso 42 kDa. Izplen monomernega proPerS355A iz enega 
litra kulture bakterij E. coli je znašal zgolj ~0,1 mg, kar ni zadostovalo za nadaljnje analize.  
 
  
Slika 105: Primerjava proteinov proPerΔOmpAS355A in proPerS355A po izolaciji. (A) NaDS-PAGE analiza 
proteinov proPerΔOmpAS355A (brez SP OmpA; progi 1 in 2) ter proPerS355A (s SP OmpA; progi 3 in 4) po 
izolaciji iz citoplazme (liniji 1 in 3) oziroma periplazme (liniji 2 in 4) bakterij E. coli. Proga z oznako M 
prikazuje velikostne standarde proteinov, katerih molekulske mase so prikazane levo ob gelu. Puščica označuje 
lise, ki ustrezajo proteinoma proPerΔOmpAS355A oziroma proPerS355A. V žepke prog 1 in 2 smo nanesli po 20 µg 
proteinov, v žepke prog 3 in 4 pa po 15 µg proteinov. Vzorec periplazemskega proPerΔOmpAS355A smo pred 
nanosom na gel skoncentrirali s centrifugalnimi filtri Amicon Ultra-4 s prepustnostjo za molekule, manjše od 
10 kDa. (B) Kromatogrami gelske filtracije proteinov proPerΔOmpAS355A in proPerS355A, izoliranih iz 
citoplazme ali periplazme bakterij E. coli. Vrhovi, ki ustrezajo agregiranim oziroma monomernim oblikam, so 
označeni. Prikazana je tudi ocenjena masa proteinov v označenih vrhovih. Gelsko filtracijo smo izvedli na 
koloni Superdex 200 HiLoad 16/600. (C) NaDS-PAGE analiza frakcij iz gelske filtracije. 1, agregat 
citoplazemskega proPerΔOmpAS355A; 2, monomer periplazemskega proPerΔOmpAS355A; 3, agregat 
citoplazemskega proPerS355A; 4, monomer citoplazemskega proPerS355A. 
 
Pridobivanje propernizina iz periplazemske frakcije 
Obe različici propernizina (proPerΔOmpAS355A in proPerS355A) sta se deloma izločili tudi v 
periplazmo bakterij E. coli. Čistost proteina proPerΔOmpAS355A je bila po izolaciji iz 
periplazemske frakcije podobna kot po izolaciji iz citoplazemske frakcije (slika 15A). Višjo 
čistost smo po izolaciji iz periplazemske frakcije dosegli pri proteinu proPerS355A (slika 
15A). Po afinitetni kromatografiji je bil izplen periplazemskega proPerS355A (~5 mg na liter 
kulture bakterij E. coli) znatno višji od izplena periplazemskega proPerΔOmpAS355A 
(~0,3 mg na liter kulture bakterij E. coli). Nativni SP očitno omogoča izločanje propernizina 
iz citoplazme v periplazmo bakterij E. coli, to izločanje pa je precej učinkovitejše ob 
prisotnosti SP OmpA. Oligomerna stanja proteinov, izoliranih iz periplazme, smo določili z 
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gelsko filtracijo (slika 15B). Obe različici propernizina sta bili po izolaciji iz periplazme v 
manjši meri nagnjeni k agregaciji. Poleg agregatov proteina proPerΔOmpAS355A so bili 
namreč prisotni tudi monomeri tega proteina, protein proPerS355A pa je bil v celoti 
monomeren.   
 
4.3.3 Rezultati čiščenja neaktivnih različic propernizina 
Najvišjo čistost ter hkrati največji izplen pernizina iz bakterij E. coli smo torej dosegli z 
izolacijo proteina proPerS355A s SP OmpA iz periplazme. Po analizi z NaDS-PAGE so bile 
na gelu poleg tarčne lise pri ~55 kDa prisotne še številne lise, ki so potovale pri nižjih 
molekulskih masah (slika 16). Od teh lis sta izstopali lisi med 35 kDa in 40 kDa,  ter lisa pri 
~16 kDa. Liso pri ~55 kDa ter obe lisi med 35 in 40 kDa smo zaznali tudi s prenosom 
western, pri katerem smo za zaznavanje proteinov uporabili protitelesa proti His-oznaki 
(slika 16), kar potrjuje, da so vse tri lise ustrezale rekombinantnemu pernizinu s His-oznako. 
N-konce proteinov iz vseh treh lis smo določili z Edmanovo razgradnjo. Na ta način smo 
potrdili, da lisa pri ~55 kDa ustreza proteinu proPerS355A z odcepljenim nativnim SP ter 
odcepljenim SP OmpA. Oba N-končna signalna peptida sta se verjetno odcepila v periplazmi 
bakterij E. coli. Z Edmanovo razgradnjo smo ugotovili, da sta lisi med 35 in 40 kDa ustrezali 
proteinu proPerS355A z dodatno skrajšanim N-koncem, do ostankov Asn136 oziroma Ala146. 
Do teh cepitev N-konca je verjetno prišlo med gojenjem bakterij E. coli zaradi endogenih 
proteaz.  
 
 
Slika 16: Analiza čistosti izoliranega proteina proPerS355A. Prikazana je analiza NaDS-PAGE ter prenos 
western vzorca proPerS355A po afinitetni kromatografiji ter NaDS-PAGE vzorca proPerS355A po zadnjem koraku 
čiščenja. Proge M predstavljajo proteinske lestvice z znanimi molekulskimi masami proteinov (levo ob gelu). 
Puščice označujejo lise, ki ustrezajo neprocesiranemu proteinu proPerS355A ter dvema različicama proteina 
proPerS355A s skrajšanim N-koncem (Asn136-Ser430 in Ala146-Ser430). Proteinom iz vseh treh lis smo določili 
N-konce z Edmanovo razgradnjo. Prav tako smo določili N-konec proteina iz lise, ki ustreza proteinu 
proPerS355A po zadnjem koraku čiščenja. N-konec proteina proPerS355A po zadnjem koraku čiščenja je bil enak 
kot N-konec tega proteina po afinitetni kromatografiji.  
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Omenjeni skrajšani različici smo poleg ostalih proteinskih nečistoč skušali ločiti od tarčnega 
proteina proPerS355A z obarjanjem temperaturno nestabilnih proteinov pri 90 °C. Na ta način 
smo uspešno odstranili nečistoče ter skrajšano različico z N-koncem Ala136, ne pa tudi 
različico z N-koncem Ala146. Po tem zadnjem koraku čiščenja je tarčni protein proPerS355A 
predstavljal ~80 % skupnih proteinov, skrajšana različica z N-koncem Ala146 pa ~20 % (slika 
16). Ločba teh dveh proteinov z gelsko filtracijo oziroma ionskoizmenjevalno 
kromatografijo ni bila uspešna, poleg tega pa se je na kromatografskih kolonah izgubil 
precejšen delež proteinov.  Za izolacijo proteina proPerS355A ter ostalih neaktivnih različic 
propernizina (proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A) iz periplazemskih frakcij bakterij E. coli 
smo torej uporabili kombinacijo afinitetne kromatografije ter obarjanja nečistoč pri 90 °C. 
Skrajšana oblika pernizina z N-koncem Ala146 je bila prisotna tudi po zadnjem koraku 
čiščenja proteina proPerΔCaS355A. Nasprotno, vzorec proteina proPerΔISS355A pa je po 
čiščenju vseboval le tarčni protein, ki je pri NaDS-PAGE potoval pri ~55 kDa (razvidno iz 
slike 25).  
 
4.3.4 Rezultati čiščenja aktivnih različic propernizina 
Aktivne različice propernizina (proPer, proPerΔCa ter proPerΔIS) smo izolirali iz 
periplazemskih frakcij bakterij E. coli z afinitetno kromatografijo. Z NaDS-PAGE smo po 
izolaciji zaznali več različnih intermediatov proteina proPer (slika 17): neprocesirani 
propernizin (proPer), avtoprocesirani propernizin (proPer*) ter številne intermediate, 
skrajšane z N-konca. Neprocesirani proPer je potoval pri ~55 kDa. Z Edmanovo razgradnjo 
smo določili N-konec neprocesiranega pernizina kot Ala27, torej sta se oba N-končna 
signalna peptida (SP OmpA ter nativni SP) odcepila. Avtoprocesirani proPer* je bil 
nekovalentni kompleks katalitične domene in proregije, ki je nastal zaradi cepitve peptidne 
vezi med proregijo ter katalitično domeno. Ta kompleks je tekom NaDS-PAGE disociral, 
posledično pa sta bili na gelu prisotni dve lisi, ki sta pripadali avtoprocesiranemu proPer*. 
Lisa pri ~40 kDa je ustrezala katalitični domeni, šibka lisa pri ~10 kDa pa proregiji. N-konec 
disocirane katalitične domene smo z Edmanovo razgradnjo določili kot Ala95, kar potrjuje, 
da se ob procesiranju propernizina cepi vez med Met94 ter Ala95. Intermediati proteina 
proPer, skrajšani z N-konca, so potovali med 30 kDa in 40 kDa ter so najverjetneje nastali z 
avtolizo ali razgradnjo z endogenimi proteazami v bakterijah E. coli. Zaporedij N-koncev 
teh intermediatov z Edmanovo razgradnjo nismo uspeli jasno določiti. Vseeno smo iz 
rezultatov analize z Edmanovo razgradnjo lahko sklepali, da so proteini iz lis med 30 kDa 
in 40 kDa ustrezali katalitični domeni pernizina. Manj verjetno je, da so omenjeni 
intermediati posledica skrajšanja s C-konca, saj smo jih izolirali z afinitetno kromatografijo 
preko C-končne His-oznake. 
Tudi različici propernizina z izbrisano insercijo (proPerΔIS) ter mutiranim vezavnim 
motivom za Ca2+ (proPerΔCa) sta bili po izolaciji v obliki različnih intermediatov (slika 17). 
Lisa pri ~55 kDa je ustrezala neprocesiranima proteinoma proPerΔIS ter proPerΔCa. 
Avtoprocesirano obliko pri ~40 kDa smo zaznali le pri proteinu proPerΔIS, ne pa tudi pri 
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proteinu proPerΔCa. Pri obeh različicah so bili prisotni tudi intermediati, skrajšani z 
N-konca, ki so potovali med ~30 kDa in ~40 kDa.  
 
 
Slika 17: Analiza čistosti izoliranih proteinov proPer, proPerΔCa ter proPerΔIS. Puščice označujejo položaje 
neprocesiranih oblik (proPer, proPerΔCa ter proPerΔIS) ter avtoprocesiranih oblik (proPer* in proPerΔIS*) in 
položaj sproščene proregije. Avtoprocesirane oblike proteina proPerΔCa nismo opazili. Označeni so tudi 
položaji razgrajenih oblik proučevanih proteinov. N-konce proteinov proPer in proPer* smo z Edmanovo 
razgradnjo določili kot Ala27 (proPer) in Ala95 (proPer*). Velikostni standardi so na progah z oznako M, njihove 
molekulske mase pa so navedene levo od gelov.  
 
4.4 REZULTATI AKTIVACIJE PROPERNIZINA 
4.4.1 Rezultati aktivacija proteina proPer 
Aktivacijo proteina proPer smo spremljali pri različnih koncentracijah CaCl2, 12 h pri 
temperaturi 90 °C (slika 18). V odsotnosti Ca2+ se je neprocesirana oblika proteina proPer 
hitro pretvorila v avtoprocesirani proPer*. Nadaljnja pretvorba avtoprocesiranega proPer* v 
zrelo, aktivno obliko pa brez Ca2+ ni potekla, saj proteolitične aktivnosti nismo zaznali niti 
po 12 h inkubacije. V prisotnosti CaCl2 se razmerje med intenzitetama lis, ki sta pripadali 
neprocesirani obliki proPer ter avtoprocesiranemu proPer*, sprva ni spremenilo (slika 18). 
Z nadaljnjo inkubacijo smo zaznali razgradnjo proregije ter porast proteolitične aktivnosti, 
torej se je avtoprocesirani proPer* začel pretvarjati v zrelo obliko. Čas, ki je bil potreben za 
popolno pretvorbo proPer* v zrelo obliko, je bil odvisen od koncentracije CaCl2. Pri 100 µM 
CaCl2 smo zaznali najvišjo proteolitično aktivnost po 6 h inkubacije pri 90 °C. Pri 1 mM 
smo najvišjo aktivnost zaznali po 5 h ter po 2 h pri 10 mM CaCl2. V vseh primerih je 
aktivnost zrelega pernizina ostala konstantna tudi več ur zatem, ko je bilo zorenje končano. 
Ioni Ca2+ torej olajšajo aktivacijo proteina proPer, hkrati pa tudi stabilizirajo njegovo zrelo 
obliko. 
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Liso pri ~40 kDa na gelu po NaDS-PAGE smo pripisali zreli obliki proteina proPer le takrat, 
ko smo zaznali tudi proteolitično aktivnost in razgradnjo proregije. Namreč, zrela oblika 
proteina proPer (katalitična domena brez proregije) je pri NaDS-PAGE potovala pri enaki 
velikosti kot avtoprocesirani proPer* (nekovalentni kompleks katalitične domene ter 
proregije). Proteinu v lisi, ki je ustrezala zreli obliki proteina proPer, smo z Edmanovo 
razgradnjo določili več različnih N-koncev (Ser106, Asn104, Gly102). Ob zorenju proteina 
proPer se je torej N-konec katalitične domene skrajšal za okoli 10 aminokislinskih ostankov. 
Do tega je verjetno prišlo zaradi izpostavljenosti in neurejenosti N-konca katalitične 
domene, kot je bilo opaženo tudi pri Tk-subtilizinu [47].  
 
 
Slika 18: Aktivacija proteina proPer pri različnih koncentracijah CaCl2. Prikazana je analiza aktivacije z 
NaDS-PAGE in azokazeinskimi testi. Koncentracije CaCl2 so navedene levo od gelov, čas inkubacije pri 90 °C 
(v min) pa nad geli. Koncentracija proPer je znašala 40 µg/mL (1 µM). Proge M prikazujejo velikostne 
standarde z molekulskimi masami označenimi levo od gelov. Sive puščice označujejo položaj neprocesirane 
oblike, črne puščice pa položaj avtoprocesirane oziroma zrele oblike proteina proPer. Položaj proregije je 
označen s prekinjeno sivo puščico. Proteolitične aktivnosti vzorcev med aktivacijo so ponazorjene s stolpičnimi 
diagrami pod ustreznimi geli. Diagrami so poravnani z ustreznimi progami na gelih. Intervali napake 
prikazujejo standardne odklone iz po treh meritev za določanje proteolitične aktivnosti.  
 
Presenetljivo, ob prisotnosti Ca2+ nismo zaznali pretvorbe neprocesirane oblike proteina 
proPer v avtoprocesirani proPer*. Intenziteta lise pri ~40 kDa se med inkubacijo proteina 
proPer ni poviševala skladno z nižanjem intenzitete lise pri ~55 kDa (slika 18; zgornji desni 
gel ter spodnja gela). Očitno je zreli pernizin, ki je nastal iz že obstoječega avtoprocesiranega 
proPer*, razgradil neprocesirano obliko proteina proPer, še preden bi se ta uspela 
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avtoprocesirati. Poleg neprocesiranega proPer je zrela oblika razgradila tudi skrajšane 
intermediate tega proteina, saj lis med 30 in 40 kDa po aktivaciji nismo zaznali (slika 18; 
zgornji desni gel ter spodnja gela). Posledično je bila po popolni pretvorbi proPer* v zrelo 
obliko na gelih prisotna le lisa pri ~40 kDa.  
Molarna razmerja med CaCl2 ter proteinom proPer pri preizkušenih koncentracijah CaCl2 so 
znašala od  približno 100:1 (pri 100 µM CaCl2) do 10000:1 (pri 10 mM CaCl2). Da bi 
ugotovili minimalno molarno razmerje med CaCl2 in proPer, ki je potrebno za aktivacijo 
tega proteina, smo preizkusili še več različnih razmerij (slika 19).  
 
 
Slika 19: Aktivacija proteina proPer pri različnih molarnih razmerjih CaCl2 : protein. Protein proPer 
(40 µg/mL; 1 µM) smo 6 h inkubirali pri različnih koncentracijah CaCl2 ter 90 °C in analizirali z NaDS-PAGE 
ter azokazeinskim testom. Molarna razmerja med CaCl2 in proPer (mol : mol) so navedena nad gelom in pod 
diagramom, ki prikazuje proteolitično aktivnost. Označeni so položaji neprocesirane oblike  (siva puščica) in 
avtoprocesirane oziroma zrele oblike (črna puščica) proteina proPer ter sproščene proregije (prekinjena siva 
puščica).  Proga M prikazuje velikostne standarde z molekulskimi masami levo od gela. Proteolitične aktivnosti 
vzorcev med aktivacijo so ponazorjene s stolpičnimi diagrami pod ustreznimi geli. Diagrami so poravnani z 
ustreznimi progami na gelih. Standardni odkloni iz po treh meritev za določanje proteolitične aktivnosti so 
prikazani z intervali napake. 
 
V odsotnosti CaCl2 je prišlo do avtolize proteina proPer. Razmerje med CaCl2 in proPer 25:1 
je zadostovalo za stabilizacijo neprocesiranega proPer ter avtoprocesiranega proPer*, ni pa 
prišlo do aktivacije. Proteolitično aktivnost zrelega pernizina smo zaznali pri razmerjih 50:1 
ter 75:1. Najvišjo aktivnost smo opazili pri razmerjih vsaj 100:1, ko so se vse molekule 
proPer* pretvorile v zrelo obliko, hkrati pa je prišlo do razgradnje neprocesiranega proPer 
(slika 19). 
Aktivacijo proteina proPer smo spremljali tudi pri nižjih temperaturah v prisotnosti 10 mM 
CaCl2 (slika 20). Pri 60 °C ter 70 °C do zorenja ni prišlo niti po 12 h, saj je intenziteta lis pri 
~55 kDa ter ~40 kDa ostala nespremenjena, poleg tega pa tudi nismo zaznali proteolitične 
aktivnosti. Aktivno obliko pernizina smo zaznali le po 12 h inkubacije pri 80 °C.  
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Slika 20: Aktivacija proteina proPer pri različnih temperaturah. Prikazana je analiza aktivacije z NaDS-PAGE 
in azokazeinskimi testi. Temperature, pri katerih smo inkubirali proPer (40 µg/mL; 1 µM), so navedene levo 
od gelov, čas inkubacije (v min) pa nad geli. Koncentracija CaCl2 med aktivacijo je znašala 10 mM. Proge M 
prikazujejo velikostne standarde z navedenimi molekulskimi masami levo od gela. Označeni so položaji 
neprocesirane oblike (siva puščica) in avtoprocesirane oziroma zrele oblike (črna puščica) proteina proPer ter 
sproščene proregije (prekinjena siva puščica). Proteolitične aktivnosti vzorcev med aktivacijo so ponazorjene 
s stolpičnimi diagrami pod ustreznimi geli. Diagrami so poravnani z ustreznimi progami na gelih. Standardni 
odkloni iz po treh meritev za določanje proteolitične aktivnosti so prikazani z intervali napake. 
 
4.4.2 Rezultati aktivacije proteinov proPerΔIS ter proPerΔCa 
Neprocesirani obliki proteinov proPerΔIS  ter proPerΔCa  sta se ob prisotnosti 0 µM in 
100 µM CaCl2 pretvorili v avtoprocesirano obliko, vendar z nadaljnjo inkubacijo nista 
dozoreli do aktivne oblike (slika 21). Avtoprocesirane oblike proPerΔCa*, ki bi pričakovano 
potovala pri ~40 kDa na NaDS-PAGE, nismo opazili. Avtoprocesiranemu proPerΔCa* je 
očitno ustrezala lisa pri ~37 kDa (slika 21, črna puščica), ki je najverjetneje bila posledica 
krajšanja katalitične domene med samim avtoprocesiranem. Razlog za to so morda uvedene 
mutacije v vezavnem motivu Ca2+. Ta motiv je na površinski zanki, ki bi lahko bila brez 
vezanega Ca2+ nestabilna ter občutljiva na cepitev. Skrajšana katalitična domena proteina 
proPerΔCa* je očitno še vedno lahko tvorila kompleks s proregijo, saj aktivnosti nismo 
opazili, dokler se proregija ni razgradila (slika 21).  
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Slika 21: Aktivacija mutantov proteina proPer pri različnih koncentracijah CaCl2. Prikazana je analiza 
aktivacije z NaDS-PAGE in azokazeinskimi testi. Koncentracije CaCl2 so navedene levo oziroma desno od 
gelov, čas inkubacije pri 90 °C (v min) pa nad geli. Koncentracija proPerΔCa ter proPerΔIS je znašala 
40 µg/mL (1 µM). Velikostni standardi so na progah z oznako M, njihove molekulske mase pa so prikazane 
levo od gelov. Sive puščice označujejo položaje neprocesiranih oblik proteinov proPerΔCa (~55 kDa) ter 
proPerΔIS (~55 kDa), črne puščice pa položaje avtoprocesiranih oziroma zrelih oblik proteinov proPerΔCa 
(~37 kDa) ter proPerΔIS (~40 kDa). Položaj proregije je označen s prekinjeno sivo puščico. Proteolitične 
aktivnosti vzorcev med aktivacijo so ponazorjene s stolpičnimi diagrami, poravnanimi z ustreznimi progami 
na gelih. Standardni odkloni iz po treh določitev proteolitične aktivnosti so prikazani z intervali napake.  
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Pri 1 mM ter 10 mM CaCl2 smo po treh in štirih urah inkubacije zaznali šibko proteolitično 
aktivnost proteina proPerΔCa (slika 21). Ob tem času je bila na NaDS-PAGE poleg lise pri 
~55 kDa (neprocesirani proPerΔCa) opazna le še lisa pri ~37 kDa (slika 21). Ta lisa je 
verjetno ustrezala skrajšani zreli obliki proteina proPerΔCa. Po petih urah pri 1 mM ter 
10 mM CaCl2 se je zrela oblika tega proteina še dodatno skrajšala ter potovala pri ~36 kDa, 
pri čemer se je tudi znižala proteolitična aktivnost. Z nadaljnjo inkubacijo pri 1 mM ter 
10 mM CaCl2 je prišlo do razgradnje tako zrele, kot tudi neprocesirane oblike proteina 
proPerΔCa (slika 21). 
Aktivna oblika proteina proPerΔIS se je pojavila le po 4 h pri 10 mM CaCl2, saj je bila takrat 
na NaDS-PAGE prisotna le lisa pri ~40 kDa (slika 21). Ostale proteine, ki jih po 4 h pri 
10 mM CaCl2 na NaDS-PAGE nismo več zaznali (slika 21), je verjetno razgradila aktivna 
oblika proteina proPerΔIS. Izplen aktivne oblike pernizina z izbrisano insercijo je bil tako 
nizek, da njene proteolitične aktivnosti z azokazeinskim testom nismo zaznali. Z nadaljnjo 
inkubacijo pri 10 mM CaCl2 se je zrela oblika proteina proPerΔIS razgradila (slika 21), prav 
tako kot smo to opazili pri zreli obliki proteina proPerΔCa pri 1 mM ter 10 mM CaCl2 (slika 
21).  
Z dodatnimi preizkušenimi koncentracijami CaCl2 smo ugotovili, da je po 6 h pri 90 °C 
prišlo do stabilizacije neprocesirane in avtoprocesirane oblike proteina proPerΔCa pri 
molarnih razmerjih med CaCl2 in proteinom 200:1 ter 500:1 (slika 22), torej šele pri 10-krat 
višjih razmerjih, kot smo opazili pri proteinu proPer (slika 19). Pri nižjih razmerjih je prišlo 
do delne avtolize vseh oblik proteina pro PerΔCa (slika 22). Pri razmerju 1000:1 smo zaznali 
le liso pri ~40 kDa, ki je verjetno ustrezala zreli obliki proteina pro-PerΔCa (slika 22). 
Količina te zrele oblike je bila zaradi avtolize očitno prenizka, da bi njeno aktivnost zaznali 
z azokazeinskim testom. Pri razmerju 5000:1 pa je prišlo do popolne avtolize vseh oblik 
proteina pro-PerΔCa (slika 22). Pri proteinu pro-PerΔIS je pri razmerjih med CaCl2 in 
proteinom, nižjih od 500:1, prišlo do stabilizacije avtoprocesirane oblike (slika 22). Pri 
razmerjih 500:1 in več pa so imele lise na NaDS-PAGE nižjo intenziteto, torej je prišlo do 
avtolize vseh oblik proteina pro-PerΔIS (slika 22). Proteina proPerΔIS ter proPerΔCa sta 
torej očitno zmožna aktivacije, vendar prisotnost ionov Ca2+ njunih zrelih oblik ni 
stabilizirala, oziroma zaščitila pred avtolizo.  
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Slika 22: Aktivacija mutantov proteina proPer pri različnih razmerjih CaCl2 : protein. Proteina proPerΔCa ter 
proPerΔIS (40 µg/mL; 1 µM) smo 6 h inkubirali pri različnih koncentracijah CaCl2 ter 90 °C in analizirali z 
NaDS-PAGE ter azokazeinskim testom. Molarna razmerja med CaCl2 in proPerΔCa oziroma proPerΔIS 
(mol : mol) so navedena nad geloma in pod diagramoma, ki prikazujeta proteolitično aktivnost. Sivi puščici 
označujeta položaja neprocesiranih oblik, črni puščici pa položaja avtoprocesiranih oziroma zrelih oblik 
proteinov proPerΔCa in proPerΔIS. Položaj proregije je označen s prekinjeno sivo puščico. Velikostni 
standardi so prikazani na progah z oznako M, molekulske mase standardov so navedene levo od gelov. Pod 
geloma sta diagrama proteolitične aktivnosti, ki sta poravnana z ustreznimi progami na gelih. Standardni 
odkloni iz po treh določitev proteolitične aktivnosti so prikazani z intervali napake.  
 
Pri nižjih temperaturah je bila aktivacija proteinov proPerΔCa ter proPerΔIS izredno 
upočasnjena (slika 23). Šibka aktivnost zrele oblike proteina proPerΔCa se je pri 80 °C 
pojavila šele po 12 h. Prav tako smo po 12 h pri 80 °C opazili zrelo obliko proteina 
proPerΔIS, za katero smo sklepali, da je aktivna, saj takrat na NaDS-PAGE nismo zaznali 
ostalih proteinov (slika 23). Te je verjetno zrela oblika proPerΔIS razgradila. Donos zrele 
oblike proteina proPerΔIS je bil znova prenizek, da bi zaznali njeno proteolitično aktivnost. 
Pri 60 °C in 70 °C aktivacije proteinov  proPerΔCa ter proPerΔIS nismo zaznali niti po 12 h. 
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Slika 23: Aktivacija mutantov proteina proPer pri različnih temperaturah. Prikazana je analiza aktivacije z 
NaDS-PAGE in azokazeinskimi testi. Temperature, pri katerih smo inkubirali proPerΔCa ter proPerΔIS 
(40 µg/mL; 1 µM), so navedene levo oziroma desno od gelov, čas inkubacije (v min) pa nad geli. Koncentracija 
CaCl2 med aktivacijo je znašala 10 mM. Proge M prikazujejo velikostne standarde z navedenimi molekulskimi 
masami levo od gela. Označeni so položaji neprocesiranih oblik (sivi puščici) in avtoprocesiranih oziroma 
zrelih oblik (črni puščici) proteinov proPerΔCa ter proPerΔIS. Sproščena proregija je označena s prekinjeno 
sivo puščico. Pod gelomi so diagrami proteolitične aktivnosti, ki so poravnani z ustreznimi progami na gelih. 
Standardni odkloni iz po treh določitev proteolitične aktivnosti so prikazani z intervali napake. 
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4.5 ZVITJE PROPERNIZINA 
4.5.1 Vpliv kalcijevih ionov na zvitje propernizina 
Analiza zvitja s spektroskopijo 
Zvitje proteinov proPerS355A, proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A smo spremljali s 
cirkularnim dikroizmom v daljnem in bližnjem UV-območju ter fluorescenco triptofanskih 
ostankov (slika 24).  
 
 
Slika 24: Spektroskopske analize vpliva Ca2+ na zvitje proteinov. (A-C) CD-spektri v daljnjem UV-območju 
(A); CD-spektri v bljižnjem UV-območju (B); spektri fluorescence triptofanov (C). Rdeče črte: spektri proteina 
proPerS355A; črne črte: spektri proteina proPerΔCaS355A; sive črte: spektri proteina proPerΔISS355A; prekinjene 
črte: spektri, posneti brez CaCl2; polne črte: spektri, posneti v prisotnosti CaCl2. Molarna koncentracija CaCl2 
je bila pri vseh meritvah 200-krat višja od molarnih koncentracij proteinov: 2,3 µM protein in 460 µM CaCl2 
(A); 23 µM protein in 4,6 mM CaCl2 (B); 2 µM protein in 400 µM CaCl2 (C).  (D-F) Molarna eliptičnost pri 
200 nm (D) in 280 nm (E) ter razmerja med intenzitetama fluorescence triptofanov pri 330 nm in 350 nm (F) 
v odvisnosti molarnega razmerja med CaCl2 in proteinom. Rdeče pike: proPerS355A; črne pike: proPerΔCaS355A; 
sive pike: proPerΔISS355A. S programom OriginPro smo skozi pike prilegali krivulje, ki so ustrezale prilagojeni 
Hillovi enačbi: 𝑦𝑦=𝑦𝑦𝑧𝑧−(𝑦𝑦𝑘𝑘−𝑦𝑦𝑧𝑧)∙𝑥𝑥𝑛𝑛/( 𝐾𝐾𝑛𝑛+𝑥𝑥𝑛𝑛). Vrednost y ustreza molarni eliptičnosti pri 200 nm (D) ali 280 nm 
(E) oziroma razmerju med intenzitetama fluorescence triptofanov pri 330 nm in 350 nm (F), vrednosti yz ter yk 
pa se nanašajo na začetne (yz) ter končne (yk) izmerjene vrednosti omenjenih količin na diagramih (D-F). 
Vrednost x se nanaša na molarno razmerje med CaCl2 in proteinom. Vrednost n je Hillov koeficient, vrednost 
K pa konstanta Hillove enačbe, ki ustreza točkam polovice konformacijskih prehodov. Vrednosti K so znašale 
64,7 (D), 63,9 (E), 69,5 (F) za proPerS355A, 73,1 (D), 73,6 (E), 81,9 (F) za proPerΔCaS355A in 81,5 (D), 89,3 
(E), 84,1 (F) za proPerΔISS355A. Hillovi koeficienti so znašali 19,1 (D), 6,6 (E), 24,5 (F) za proPerS355A, 14,6 
(D), 22,4 (E), 33,4 (F) za proPerΔCaS355A in 19,0 (D), 6,3 (E), 24,0 (F) za proPerΔISS355A.  
 
Protein proPerS355A je bil v odsotnosti Ca2+ neurejen, z izrazito molarno eliptičnostjo pri 200 
nm. Po dodatku CaCl2 se je proPerS355A preuredil v sekundarno zgradbo  z visokim deležem 
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α-vijačnic, kot je razvidno iz CD-spektra v daljnem UV-območju (slika 24A). Do te 
konformacijske spremembe je prišlo pri molarnih razmerjih med CaCl2 in proPerS355A od 
60:1 do 80:1 (slika 24D). Spremembo konformacije proteina proPerS355A smo zaznali tudi 
na ravni terciarne zgradbe, saj je bil CD-signal v bližnjem UV-območju izrazitejši po 
dodatku CaCl2 (slika 24B). Z meritvami CD-spektrov v bližnjem UV-območju smo urejanje 
proteina proPerS355A zaznali pri molarnih razmerjih med CaCl2 in proPerS355A od 60:1 do 
90:1 (slika 24E).  
Konformacijska sprememba proteina proPerS355A ob dodatku CaCl2 je bila očitna tudi iz 
fluorescence triptofanskih ostankov. Ob prisotnosti CaCl2 je prišlo do povišanja intenzitete 
fluorescence ter zamika vrha fluorescenčnega spektra proti nižji valovni dolžini, kar je 
nakazalo na premik triptofanskih ostankov v hidrofobno okolje (slika 24C). Omenjene 
spremembe v fluorescenčnih spektrih smo zaznali pri molarnih razmerjih med CaCl2 in 
proPerS355A od 60:1 do 100:1 (slika 24F).  
Proteina proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A sta bila prav tako kot proPerS355A ob odsotnosti 
CaCl2 neurejena. Konformacijska sprememba proPerΔCaS355A je bila ob dodatku CaCl2 
podobna spremembi konformacije proPerS355A, sodeč po CD-spektru v daljnem 
UV-območju (slika 24A) ter fluorescenci triptofanskih ostankov (slika 24C). Vseeno je 
uvedba mutacij v motiv za vezavo Ca2+ vplivala na zvitje pernizina. Namreč, iz CD-spektra 
v bližnjem UV-območju je bilo razvidno, da je proPerΔCaS355A ob vezavi Ca2+ v manjši meri 
zavzel terciarno zgradbo kot proPerS355A. Zvitje propernizina je bilo še bolj oteženo z 
izbrisom insercije z motivom za vezavo Ca2+ (slika 24B). Sekundarna zgradba proteina 
proPerΔIS je bila ob prisotnosti CaCl2 manj urejena kot sekundarna zgradba proPerS355A 
(slika 24A). Tudi porast intenzitete fluorescence proteina proPerΔIS ob dodatku CaCl2 ni bil 
tako intenziven kot pri proteinu proPerS355A (slika 24C). CD-spekter proteina proPerΔIS v 
bližnjem UV-območju po dodatku CaCl2 je bil podoben spektru proteina proPerΔCa, torej 
je izbris omenjene insercije prav tako otežil tvorbo terciarne zgradbe (slika 24B). Do 
sprememb konformacij proteinov proPerΔCa ter proPerΔIS ob vezavi Ca2+ je prišlo pri višjih 
razmerjih med CaCl2 in proteinom v primerjavi s proPerS355A (slika 24D-F). Točke polovice 
konformacijskih prehodov vseh treh proteinov, ki smo jih ocenili iz krivulj zvitja, so 
navedene v preglednici 19.  
 
Preglednica 19: Točke polovice konformacijskih prehodov. Navedena so molarna razmerja med CaCl2 in proteini 
proPerS355A, proPerΔCaS355A in proPerΔISS355A, pri katerih so bile dosežene polovice prehodov iz neurejene v 
urejeno konformacijoa. 
Protein UV CD Spektrofluorimetrija 
 Daljno območje Bližnje območje  
proPerS355A 65 ±2 64 ±20 70 ±4 
proPerΔCaS355A 73 ±2 74 ±5 82 ±4 
proPerΔISS355A 81 ±2 87 ±20 84 ±4 
a Glede na analize s CD v daljnem in bližnjem UV-območju ter fluorescenco triptofanskih ostankov. 
Navedene so tudi napake določitev polovic prehodov iz neurejene v urejeno konformacijo proteinov.  
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Analiza zvitja z elektroforezo 
Vpliv CaCl2 na konformacijo propernizina smo analizirali še z NaDS-PAGE (slika 25). S to 
metodo smo namreč lahko razločili zvit propernizin, z vezanim Ca2+, od razvitega 
propernizina, brez Ca2+. V odsotnosti CaCl2 je protein proPerS355A med NaDS-PAGE potoval 
pri velikosti ~55 kDa. Če smo proPerS355A pred nanosom na gel inkubirali s CaCl2, je bila 
lisa pri ~55 kDa šibkejša, hkrati pa se je pojavila lisa pri ~30 kDa. Očitno je protein 
proPerS355A ob vezavi Ca2+ zavzel zvito, kompaktno konformacijo, ki se pri pogojih 
NaDS-PAGE ni denaturirala. Posledično je protein proPerS355A z vezanim Ca2+ v gelu 
potoval hitreje od razvitega proPerS355A.  Če smo proPerS355A po inkubaciji s CaCl2 
denaturirali ter oborili s TCA, je bila po NaDS-PAGE znova prisotna le lisa pri ~55 kDa 
(slika 25; linije, označene s črno piko). S tem smo izključili možnost, da bi bila lisa pri 
~30 kDa posledica cepitve proteina proPerS355A zaradi vezave Ca2+. Torej, lisa pri ~55 kDa 
je ustrezala razvitemu proPerS355A, lisa pri ~30 kDa pa zvitemu proPerS355A z vezanim Ca2+. 
S to metodo smo zvito obliko proPerS355A opazili pri molarnih razmerjih med CaCl2 in 
proPerS355A nad 80:1. Na ta način smo lahko zaznali tudi zviti obliki proteinov 
proPerΔCaS355A ter proPerΔISS355A. Zviti obliki obeh proteinov smo zaznali šele pri 
razmerjih med CaCl2 in proteinov vsaj 200:1 (v primeru proPerΔCaS355A) oziroma 120:1 (v 
primeru proPerΔISS355A).  
 
 
Slika 25: Analiza konformacijskih sprememb proteinov z NaDS-PAGE. (A) ProPerS355A. (B) ProPerΔCaS355A. 
(C) ProPerΔISS355.  Molarna razmerja med CaCl2 in proteinom so navedena nad geli. Velikostni standardi so 
na progah z oznako M, njihove molekulske mase so navedene levo od gelov. Sive puščice: proPerS355A, 
proPerΔCaS355A ali proPerΔISS355 v neurejeni konformaciji; črne puščice: proPerS355A, proPerΔCaS355A ali 
proPerΔISS355 v urejeni konformaciji; sivi prekinjeni puščici: N-končno skrajšani različici proteinov proPerS355A 
ali proPerΔCaS355A v neurejeni konformaciji. Proge z vzorci, ki smo jim pred elektroforezo dodali TCA, so 
označene s črno piko. 
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4.5.2 Vpliv izbranih kovinskih ionov na zvitje propernizina 
S cirkularnim dikroizmom smo preverili tudi vpliv magnezijevih, natrijevih, kadmijevih, 
bakrovih ter cinkovih ionov na konformacijo proteina proPerS355A (slika 26). Magnezijevi 
ter natrijevi ioni niso znatno vplivali na konformacijo proPerS355A. Natrijevi ioni imajo 
podoben polmer, vendar nižji naboj kot kalcijevi ioni, zaradi česar se verjetno niso vezali v 
mesta za vezavo Ca2+ na pernizinu in vplivali na njegovo konformacijo. Magnezijevi ioni 
nosijo enak naboj kot kalcijevi ioni, vendar se verjetno niso vezali v mesta za Ca2+ zaradi 
manjšega polmera v primerjavi s kalcijevimi ioni.  V prisotnosti kadmijevih, bakrovih ter 
cinkovih ionov je prišlo do agregacije proteina proPerS355A.  
 
 
Slika 26: CD-spektri proteina proPerS355A v prisotnosti različnih kovinskih ionov. Sive črte: spektri proteina 
proPerS355A (2,3 µM) brez dodanih kovinskih ionov; črne črte: spektri proteina proPerS355A (2,3 µM) z dodanimi 
kovinskimi ioni (5 mM CaCl2/MgCl2/NaCl/CdCl2/CuCl2/ZnCl2).  
 
4.6 TEMPERATURNA STABILNOST PERNIZINA 
4.6.1 Rezultati CD-spektroskopije 
Vpliv temperature na konformacijsko stabilnost proteinov proPerS355A, proPerΔCaS355A ter 
proPerΔISS355A smo preverili s cirkularnim dikroizmom v prisotnosti CaCl2. Sekundarna 
zgradba proPerS355A je bila pri 90 °C še vedno značilna za α-vijačno zgradbo, čeprav je bil 
signal pri 90 °C nekoliko šibkejši kot pri 20 °C (slika 27A). Vpliva temperature na terciarno 
zgradbo proPerS355A nismo zaznali, saj ni bilo očitnih razlik med CD-spektri v bližnjem 
UV-območju, izmerjenih pri 20 °C in 90 °C (slika 27B). Prav tako z merjenjem pri 90 °C ni 
bilo večjih sprememb v CD-spektrih proteina proPerΔCaS355A. Protein proPerΔISS355A je pri 
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90 °C presenetljivo zavzel sekundarno zgradbo z nižjim deležem naključnega klobčiča kot 
pri 20 °C (slika 27A). Terciarna zgradba proPerΔISS355A se je pri 90 °C ohranila, tako kot pri 
ostalih dveh proteinih (slika 27B).  
 
Slika 27: Vpliv temperature na konformacijsko stabilnost proteinov. (A) CD-spektri v daljnjem UV-območju; 
(B) CD-spektri v bližnjem UV-območju. Rdeče črte: proPerS355A; črne črte: proPerΔCaS355A; sive črte: 
proPerΔISS355A. Polne črte: 20 °C; prekinjene črte: 90 °C. Molarna koncentracija CaCl2 je bila pri vseh meritvah 
200-krat višja od molarnih koncentracij proteinov: 2,3 µM protein in 460 µM CaCl2 (A); 23 µM protein in 
4,6 mM CaCl2 (B).  
 
4.6.2 Vpliv temperature na preostalo aktivnost po inkubaciji 
Temperaturno stabilnost pernizina smo preverili tudi z določanjem preostale proteolitične 
aktivnosti po različno dolgih inkubacijah zrelega pernizina pri 90 °C, 100 °C ter 120 °C 
(slika 28A). Po 12 h pri 90 °C in 100 °C je zreli pernizin obdržal ~80 % začetne aktivnosti. 
Stabilnost pernizina je bila v večji meri načeta pri 120 °C; pri tej temperaturi smo po 7 h 
zaznali ~50 % začetne aktivnosti, po 12 h pa le še ~15 % začetne aktivnosti. Visoka 
temperaturna stabilnost zrelega pernizina je bila očitna tudi iz CD-spektrov, ki sta bila skoraj 
povsem enaka pri 20 °C in 90 °C (slika 28B). 
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Slika 28: Temperaturna stabilnost zrelega pernizina. (A) Diagram preostale proteolitične aktivnosti zrelega 
pernizina v odvisnosti od časa, po inkubacijah pri 90 °C (črni kvadratki), 100 °C (modre pike) ali 120 °C (rdeči 
trikotniki). Vse meritve za določanje proteolitične aktivnosti smo izvedli trikrat. Standardni odkloni so na 
diagramu prikazani z intervali napak. (B) CD-spekter zrelega pernizina, posnet pri 20 °C (črna črta) ali 90 °C 
(rdeča črta). Zreli pernizin smo pripravili z aktivacijo proteina proPer, kot je opisano v poglavju 3.2.8. 
 
4.7 AKTIVNOST PERNIZINA 
4.7.1 Kinetični parametri pernizina 
Kinetične parametre zrelega pernizina smo določili s sintetičnim substratom 
Suc-AAPF-pNA pri 20 °C ter 90 °C. Maksimalna hitrost hidrolize substrata je bila pri 90 °C 
približno 10-krat višja kot pri 20 °C, afiniteta do substrata pa je bila pri višji temperaturi 
nižja. Kinetični parametri, ki smo jih določili z Lineweaver-Burkovim diagramom (slika 29), 
so navedeni v preglednici 20.  
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Slika 29: Lineweaver-Burkov diagram proteolitične aktivnosti zrelega pernizina. Kvadratki: recipročne hitrosti 
hidrolize, izmerjene pri 20 °C; pike: recipročne hitrosti hidrolize, izmerjene pri 90 °C.  
 
Preglednica 20: Kinetični parametri zrelega pernizina pri 20 °C in 90 °C. Vsako meritev smo izvedli v treh ponovitvah. 
Standardni odkloni so navedeni v preglednici.  
 
 
  
4.7.2 Rezultati razgradnje proteinskih substratov 
Zmožnost razgradnje ovalbumina, govejega serumskega albumina (BSA) ter kazeina z 
zrelim pernizinom smo preverili pri različnih temperaturah med 20 °C in 100 °C (slika 30). 
Do delne razgradnje ovalbumina do peptidov, manjših od 10 kDa, je prišlo že pri 20 °C, do 
popolne razgradnje pa pri temperaturah nad 80 °C. Razgradnja BSA je bila manj učinkovita, 
saj smo delno razgradnjo BSA do peptidov zaznali šele pri temperaturah nad 50 °C. V 
kontrolnem poskusu brez dodanega pernizina sta ovalbumin ter BSA pri temperaturah nad 
60 °C agregirala, posledično je pri teh vzorcih v ločevalni gel za NaDS-PAGE vstopilo manj 
proteinov. Pernizin je v največji meri razgradil kazein, saj lise, ki je ustrezala kazeinu, nismo 
zaznali niti po inkubaciji s pernizinom pri najnižji temperaturi. Pri temperaturah nad 60 °C 
pa je pernizin razgradil tudi agregate kazeina do peptidov, manjših od 10 kDa.  
T [°C] KM [mM] Vmax [nmol/s] kcat [s-1] 
20 0,34 ±0,01 0,086 ±0,003  71,7  ±2,5 
90 1,56 ±0,45 1,15 ±0,29 958,3 ±241,7 
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Slika 30: Razgradnja proteinskih substratov z zrelim pernizinom. Prikazana je NaDS-PAGE analiza razgradnje 
ovalbumina, govejega serumskega albumina (BSA) in kazeina pri različnih temperaturah. Temperature so 
navedene nad geli. Poskuse smo izvedli z oziroma brez dodanega zrelega pernizina, kot je označeno na levi 
strani slike. Velikostni standardi so na progah M, molekulske mase pa so označene levo od gelov.  
 
4.8 VLOGA PROREGIJE 
4.8.1 Rezultati priprave proregije 
Proregijo pernizina smo izrazili v bakterijah E. coli in jo uspešno izolirali iz citoplazme s 
kombinacijo gretja celičnega lizata, hidrofobnointerakcijske kromatografije ter 
ionskoizmenjevalne kromatografije.  Hidrofobnointerakcijsko kromatografijo smo izvedli 
izokratsko, pri čemer smo proregijo iz kolone eluirali pri 60 % elucijskem pufru, kar ustreza 
0,6 M amonijevem sulfatu (slika 31). Ustrezne frakcije smo združili ter po dializi v pufer 
brez soli nanesli na kolono za ionskoizmenjevalno kromatografijo, iz katere smo proregijo 
eluirali z linearnim gradientom elucijskega pufra. Proregija se je eluirala pri 18 % 
elucijskega pufra, kar ustreza ~90 mM NaCl (slika 32A).  
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Slika 31: Izolacija proregije pernizina s hidrofobnointerakcijsko kromatografijo. Črna barva: absorbanca eluata 
pri 280 nm. Oranžna barva: delež elucijskega pufra.  
 
 
Slika 32: Dodatno čiščenje proregije pernizina z ionskoizmenjevalno kromatografijo. (A) Kromatogram 
ionskoizmenjevalne kromatografije proregije, predhodno izolirane s hidrofobnointerakcijsko kromatografijo. 
Črna barva: absorbanca eluata pri 280 nm. Oranžna barva: delež elucijskega pufra. (B) NaDS-PAGE analiza 
proregije po čiščenju  z ionskoizmenjevalno kromatografijo. Velikostni standardi so na progi M, molekulske 
mase so navedene levo od gela. S puščico je označena lisa, ki ustreza očiščeni proregiji. Pod gelom je prikazano 
tudi N-končno zaporedje očiščene proregije, ki smo ga določili z Edmanovo razgradnjo.  
 
Očiščena proregija je pri NaDS-PAGE potovala pri ~10 kDa (slika 32B). Identiteto proregije 
smo potrdili z Edmanovo razgradnjo proteina ustrezne lise iz NaDS-PAGE. N-konec 
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izolirane proregije smo tako določili kot A27-G28-A29-S30-T31, kar ustreza N-koncu proregije 
z odcepljenim signalnim peptidom. Izplen očiščene proregije je znašal ~5 mg na liter kulture 
bakterij E. coli.  
 
4.8.2 Konformacija proregije 
Proregija pernizina je bila po izolaciji iz bakterij E. coli zvita, kar smo potrdili s cirkularnim 
dikroizmom v daljnem in bližnjem UV-območju pri 20 °C. Delež urejene sekundarne 
zgradbe proregije se je pri višji temperaturi rahlo znižal, saj je bil CD-signal v daljnem 
UV-območju, izmerjen pri 90 °C, nekoliko šibkejši (slika 33A). Nestabilnost proregije pri 
višji temperaturi se je v večji meri odrazila na ravni njene terciarne zgradbe. Pri višji 
temperaturi je bil minimum v bližnjem CD-spektru manj izrazit kot pri 20 °C, torej je prišlo 
do izgube večjega deleža terciarne zgradbe proregije (slika 33B).   
 
 
Slika 33: Konformacija proregije pernizina. Prikazani so CD-spektri proregije v daljnjem (A)  in bližnjem (B) 
UV-območju. Črni črti: spektra, posneta pri 20 °C. Rdeči črti: spektra, posneta pri 90 °C.  
 
4.8.3 Inhibitorno delovanje proregije 
Inhibicija pernizina 
Inhibicijo zrelega pernizina s proregijo smo preverili s sintetičnim substratom 
Suc-AAPF-pNA pri 20 °C in 90 °C. Proregijo smo bodisi zmešali s substratom pred 
dodatkom zrelega pernizina, bodisi smo jo inkubirali z zrelim pernizinom pred dodatkom 
substrata. Če smo proregijo zmešali s substratom pred dodatkom zrelega pernizina, se je pri 
20 °C hitrost razgradnje substrata zniževala tako z višanjem koncentracije proregije, kot tudi 
s časom poteka reakcije (slika 34A). Naklon krivulj poteka reakcije je ob prisotnosti 
proregije torej s časom upadal, kar je značilno za inhibicijo s počasno vezavo inhibitorja na 
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encim. Na ta način smo pri 20 °C po 15 min dosegli ~50 % inhibicijo 2 nM zrelega pernizina 
z 10 nM proregijo. Če pa smo proregijo inkubirali z zrelim pernizinom, še preden smo dodali 
substrat, so bili nakloni krivulj poteka reakcije pri vseh koncentracijah proregije konstantni 
(slika 34B). Hitrosti reakcije se s časom torej niso spreminjale, saj je vezava proregije na 
zreli pernizin že dosegla ravnovesje med samo inkubacijo pred dodatkom substrata. 
Posledično smo po 15 min pri 20 °C dosegli ~50 % inhibicijo 2 nM zrelega pernizina že z 
2 nM proregijo.  
 
 
Slika 34: Inhibicija pernizina s proregijo pernizina. Aktivnosti pernizina smo določili pri različnih 
koncentracijah dodane proregije pri 20 °C (A in B) in 90 °C (C in D). Proregijo smo zrelemu pernizinu bodisi 
dodali hkrati s substratom (Suc-AAPF-pNA) (A in C), bodisi smo jo pred dodatkom substrata inkubirali s 
pernizinom (B in D). Koncentracije proregije v reakcijskih mešanicah so navedene poleg ustreznih krivulj na 
diagramih. Koncentracija zrelega pernizina je v vseh primerih znašala 2 nM.  
 
Pri višji temperaturi je imela proregija višjo inhibitorno aktivnost. Če smo proregijo zmešali 
s substratom pred dodatkom zrelega pernizina, smo pri 90 °C dosegli ~50 % inhibicijo z 
1 nM proregijo, 5 nM proregija pa je pri tej temperaturi popolnoma inhibirala 2 nM zreli 
pernizin (slika 34C). Inhibicija pri 90 °C je bila šibkejša, če smo proregijo najprej inkubirali 
z zrelim pernizinom (slika 34D). Vseeno smo tudi na ta način s 5 nM proregijo pri 90 °C 
popolnoma  inhibirali 2 nM zreli pernizin. Inhibicija je bila torej pri 90 °C močnejša kot pri 
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20 °C, saj pri nižji temperaturi s 5 nM proregijo v nobenem primeru nismo dosegli popolne 
inhibicije 2 nM zrelega pernizina.  
 
Inhibicija subtilizina Carlsberg 
Inhibicijo mezofilnega subtilizina Carlsberg smo zaznali šele pri izrazito višjih 
koncentracijah proregije pernizina v primerjavi z inhibicijo pernizina. Če smo proregijo 
pernizina k subtilizinu Carlsberg dodali istočasno s substratom, se je po 15 min pri 20 °C s 
100 nM proregijo sprostilo le ~35 % manj nitroanilida kot pri prostem subtilizinu Carlsberg 
(slika 35A). Pri 60 °C pa na ta način inhibicije nismo zaznali (slika 35C).  Če smo proregijo 
pernizina inkubirali s subtilizinom Carlsberg pred dodatkom substrata, smo po 15 min pri 
20 °C dosegli 65 % inhibicijo s 100 nM proregijo (slika 35B). Pri višji temperaturi je bilo 
inhibitorno delovanje proregije na subtilizin Carlsberg šibkejše. Pri 60 °C smo namreč s 
100 nM proregijo, inkubirano z encimom pred dodatkom substrata, dosegli zgolj 15 % 
inhibicijo (slika 35D).  
 
 
Slika 35: Inhibicija subtilizina Carlsberg s proregijo pernizina. Aktivnosti subtilizina Carlsberg smo določili 
pri različnih koncentracijah dodane proregije pri 20 °C (A in B) in 60 °C (C in D). Proregijo smo subtilizinu 
Carlsberg bodisi dodali hkrati s substratom (Suc-AAPF-pNA) (A in C), bodisi smo jo pred dodatkom substrata 
inkubirali s subtilizinom Carlsberg (B in D).  Koncentracije proregije v reakcijskih mešanicah so navedene 
poleg ustreznih krivulj na diagramih. Koncentracija subtilizina Carlsberg je v vseh primerih znašala 2 nM. 
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4.8.4 Interakcija proregije s katalitično domeno pernizina 
Vezavo proregije na pernizin smo preverili z gelsko filtracijo pri sobni temperaturi. V 
odsotnosti proregije se je zreli pernizin iz kolone eluiral pri volumnu, ki je ustrezal proteinu 
z molekulsko maso 30 kDa (slika 36). Ocenjena molekulska masa je bila manjša od 
teoretične molekulske mase katalitične domene pernizina s His10 oznako (37,3 kDa). Če smo 
zreli pernizin (37 µM) pred nanosom na kolono 30 min inkubirali s proregijo (44 µM) pri 
sobni temperaturi, se je iz kolone eluiral pri volumnu, ki je ustrezal proteinu z molekulsko 
maso 44 kDa (slika 36). Ocenjena masa je primerljiva teoretični molekulski masi kompleksa 
med proregijo in katalitično domeno pernizina s His10 oznako (43,0 kDa). Z gelsko filtracijo 
nismo zaznali vezave proregije pernizina (44 µM) na subtilizin Carlsberg (37 µM), saj 
proregija ni vplivala na elucijski volumen tega proteina (slika 36). Subtilizin Carlsberg se je 
ne glede na prisotnost proregije pernizina eluiral pri volumnu, ki je ustrezal proteinu z 
molekulsko maso 13 kDa, kar je sicer precej manj od teoretične mase subtilizina Carlsberg 
(26,7 kDa).   
 
 
Slika 36: Interakcija proregije pernizina s subtilizinom Carlsberg in pernizinom. Prikazani so kromatogrami 
gelske filtracije subtilizina Carlsberg in pernizina brez dodane proregije pernizina (črni črti) ter z dodano 
proregijo pernizina (rdeči črti). Navedene so tudi ocenjene molekulske mase proteinov v izbranih vrhovih. 
Gelsko filtracijo smo izvedli na koloni Superdex 200 Increase 3.2/300. Proteine smo pred nanosom na kolono 
inkubirali 30 min pri sobni temperaturi. 
 
4.8.5 Vpliv proregije na zvijanje katalitične domene pernizina 
Vpliv proregije na zvijanje katalitične domene pernizina smo ovrednotili tako, da smo zreli 
pernizin (tj. katalitično domeno) denaturirali z gvanidinijevim hidrokloridom ter nato 
dializirali proti pufru brez denaturanta. Intenziteta fluorescence denaturirane katalitične 
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domene je bila najvišja pri 358 nm (slika 37A), kar pomeni izpostavljenost triptofanskih 
ostankov topilu. Najvišja intenziteta fluorescence katalitične domene se je po dializi v pufre 
brez denaturanta pomaknila proti nižjim valovnim dolžinam (~335 nm), kar nakazuje na 
njeno zvitje (slika 37A). Dializo smo izvedli z ali brez dodane proregije oziroma CaCl2. Če 
smo katalitično domeno dializirali proti proti pufru brez CaCl2, je ta zavzela enako 
konformacijo ne glede na prisotnost proregije (slika 37A in B). Če smo denaturirano 
katalitično domeno dializirali proti pufru z dodanim 10 mM CaCl2, je bila intenziteta njene 
fluorescence izrazito višja, CD-signal pa močnejši, kot če smo proregijo dializirali proti 
pufru brez CaCl2. Ob prisotnosti proregije se katalitična domena po dializi v pufer s CaCl2 
ni zvila do takšne mere kot brez proregije. Vseeno sta bila signala fluorescence in 
cirkularnega dikroizma tudi ob hkratni prisotnosti proregije ter CaCl2 intenzivnejša kot v 
obeh primerih brez CaCl2 (slika 37A in B).  
 
 
Slika 37: Vpliv proregije pernizina in Ca2+ ionov na renaturacijo katalitične domene. Prikazani so spektri 
fluorescence triptofanov (A) in CD-spektri (B) renaturirane katalitične domene. Rdeča črta: denaturacija 
katalitične domene v 6 M gvanidinijevem hidrokloridu; siva polna črta: renaturacija brez proregije in brez 
CaCl2; siva prekinjena črta: renaturacija s proregijo; črna polna črta: renaturacija z 10 mM CaCl2; črna 
prekinjena črta: renaturacija s kombinacijo proregije in 10 mM CaCl2.  
 
4.9 KARAKTERIZACIJA MINIMALNE AKTIVNE DOMENE 
PERNIZINA 
4.9.1 Primarna zgradba načrtovanih skrajšanih različic pernizina 
Za določitev minimalne aktivne domene pernizina smo pripravili pernizin brez proregije 
(Per93-430), pernizin s skrajšanim N-koncem (Per138-430) ter dve različici propernizina s 
skrajšanim C-koncem (proPer1-418 ter proPer1-376). Vse različice so na N-koncu 
vsebovale signalni peptid proteina OmpA, na C-koncu pa oznako His10 (slika 38). 
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Proteina Per93-430 ter Per138-430 nista vsebovala nativnega signalnega peptida ter 
proregije. Protein Per93-430 je obsegal ostanke od Ala93 do Ser430, ki zajemajo celotno 
katalitično domeno pernizina. Protein Per138-430 je bil sestavljen iz ostankov od Asp138 do 
Ser430 in je ustrezal katalitični domeni pernizina z manjkajočo zunanjo N-končno regijo 
(Ala92-Gly137). Omenjena regija vsebuje dve predvideni vezavni mesti za Ca2+ in ne tvori 
osrednjega jedra aktivne domene.  
Obe različici, skrajšani s C-konca, sta vsebovali nativni signalni peptid ter proregijo. 
Propernizin smo s C-konca skrajšali tako, da smo v enem primeru (proPer1-418) izbrisali le 
C-končno α-vijačnico, v drugem primeru (proPer1-376) pa poleg omenjene vijačnice tudi 
preostalo C-končno regijo, ki ne sestavlja osrednjega jedra aktivne domene. Omenjena 
C-končna regija vsebuje eno predvideno vezavno mesto za Ca2+. Protein proPer1-418 je tako 
obsegal ostanke od Met1 do Ile418, proPer1-376 pa ostanke od Met1 do Gly376. Primarne 
zgradbe skrajšanih različic pernizina so ponazorjene na sliki 38A. Področja pernizina, ki smo 
jih s skrajšanjem odstranili, so ponazorjena tudi na sliki 38B. 
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Slika 38:  Ponazoritev propernizina in njegovih skrajšanih različic. (A) Shematska ponazoritev primarnih 
zgradb propernizina, pernizina (Per93-430), pernizina, skrajšanega z N-konca (Per138-430), ter dveh različic, 
skrajšanih s C-konca (proPer1-418 ter proPer1-376). Različna področja propernizina so ponazorjena s 
pravotniki različnih barv: bela (nativni signalni peptid); oranžna (proregija); rožnata (N-končno zunanje 
področje katalitične domene); modra (osrednje jedro katalitične domene); rumena (C-končno zunanje območje 
katalitične domene s površinsko zanko za vezavo Ca2+); siva (C-končna α-vijačnica). Vse različice smo 
sintetizirali z N-končnim signalnim peptidom proteina OmpA ter C-končno oznako His10. (B) Model 
tridimenzionalne zgradbe propernizina. Različna področja, ki smo jih odstranili s krajšanjem N- in C-konca, 
so obarvana z enakimi barvami, kot je opisano v (A). Aminokislinski ostanki katalitične triade (Ser355, His184, 
Asp149) so označeni z zelenimi paličkami. Področja z mesti za vezavo ionov Ca2+ (Ca1-Ca7) so obarvana rdeče. 
Na stičišču N-končnega zunanjega področja katalitične domene (rožnato) in osrednjega jedra katalitične 
domene (modro) je  označeno tudi dodatno mesto za vezavo Ca2+ (Ca8), ki smo ga ugotovili v tej nalogi. Črka 
N označuje N-konec. C-konec je označen s črko C. Tridimenzionalni model zgradbe propernizina smo pridobili 
s spletnim orodjem SWISS-MODEL [117], na osnovi homologije s kristalno zgradbo proTk-subtilizina (PDB 
koda: 2E1P). Model smo prikazali s programom VMD [118].  
Konstrukte skrajšanih različic pernizina smo vstavili v plazmidni vektor pMD204, 
ustreznost njihovih nukleotidnih zaporedij pa potrdili s sekvenciranjem. Pernizina brez 
proregije ter nobene izmed skrajšanih različic nismo uspeli izolirati iz periplazemskih frakcij 
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bakterij E. coli, saj so celice med pripravo periplazemskih frakcij lizirale. Za analize 
aktivnosti teh različic pernizina smo zato uporabili celične lizate, ki so vsebovali ustrezne 
različice pernizina.  
 
4.9.2 Proteolitična aktivnost skrajšanih različic pernizina 
Cimografija 
Aktivnost celičnih lizatov bakterij E. coli, ki so izražale skrajšane različice pernizina, smo 
sprva analizirali s cimografijo, pri čemer smo v poliakrilamidni gel kot substrat dodali kazein 
(slika 39). Ko smo gel po elektroforezi inkubirali pri 90 °C, smo v lizatu z neskrajšanim 
propernizinom zaznali štiri različne aktivne oblike pernizina, ki so potovale med ~36 kDa in 
~40  kDa. Lisa pri ~40 kDa je pripadala katalitični domeni pernizina, ki je med elektroforezo 
oddisocirala od proregije. Preostale tri lise z nižjo molekulsko maso pa so najverjetneje 
pripadale različnim razgradnim produktom ali različnim konformacijskim stanjem 
katalitične domene. Ko smo gel inkubirali pri 60 °C, smo v lizatu z neskrajšanim 
propernizinom zaznali še dodatne razgradne produkte katalitične domene, ki so potovali med 
~30 kDa in ~35 kDa. Očitno so bili ti razgradni produkti še vedno aktivni, vendar manj 
temperaturno stabilni, saj jih pri 90 °C nismo zaznali.  
 
 
Slika 39: Cimografija skrajšanih različic pernizina. Oznake analiziranih različic pernizina so prikazane nad 
cimogramoma. V posamezen žepek na gelu smo naložili po 20 µg proteinov iz lizatov bakterij E. coli, ki so 
izražale obravnavane različice pernizina.  Gela smo po NaDS-PAGE in tretiranju z detergentom Triton X-100 
(opisano v poglavju 3.2.11) inkubirali pri 90 °C oziroma 60 °C, kot  je navedeno spodaj. Velikostni standardi 
so na progah z oznako M, njihove molekulske mase pa so navedene levo ob gelih.  
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Najaktivnejša oblika proteina Per93-430 je imela na cimogramu navidezno velikost ~50 kDa 
(slika 39), čeprav smo pričakovali liso pri ~40 kDa, torej velikosti, pri kateri je potovala 
prosta katalitična domena. Do počasnejšega potovanja v gelu je morda prišlo zaradi 
nepopolne denaturacije proteina Per93-430 pri pogojih NaDS-PAGE. Posledično je morda 
protein Per93-430 med elektroforezo vezal kazein, ki je bil v gelu, in potoval počasneje. 
Poleg lise pri ~50 kDa so bile na cimogramu še tri lise z nižjo molekulsko maso. Te lise so 
bile verjetno posledica razgradnje proteina Per93-430 ali pa različnih konformacij tega 
proteina. Vse omenjene lise so bile manj intenzivne na cimogramu, ki smo ga inkubirali pri 
60 °C.  
V lizatu s proteinom Per138-430 smo zaznali le obliko s šibko aktivnostjo, ki je potovala pri 
~37 kDa, torej pri enaki velikosti kot ena izmed aktivnih oblik v lizatu z neskrajšanim 
pernizinom (slika 39). V obeh lizatih je bila intenziteta lise pri ~37 kDa višja na cimogramu 
pri 60 °C kot pri 90 °C, kar nakazuje na znižano temperaturno stabilnost te skrajšane oblike 
pernizina.  
Izmed obeh različic propernizina, skrajšanih s C-konca (proPer1-376 in proPer1-418), je 
zgolj lizat s proteinom proPer1-418 vseboval proteolitično aktivne oblike (slika 39). Te so 
potovale med ~39 kDa in ~34 kDa in so bile bolj aktivne pri 90 °C kot pri 60 °C (slika 39). 
 
 Analiza aktivnosti s sintetičnim substratom 
Proteolitično aktivnost različno skrajšanih različic pernizina v lizatih bakterij E. coli smo 
preverili tudi s sintetičnim substratom Suc-AAPF-pNA pri 60 °C ter 90 °C (slika 40). V 
lizatu z neskrajšanim propernizinom smo zaznali znatno aktivnost le če smo lizat pred 
dodatkom substrata 6 h inkubirali pri 90 °C. S tem smo omogočili pretvorbo propernizina v 
aktivno obliko. Aktivnosti tega lizata pri 60 °C in pri 90 °C sta bili primerljivi (slika 40). 
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Slika 40: Spektroskopska analiza aktivnosti skrajšanih različic pernizina. Oznake analiziranih različic 
pernizina so navedene nad stolpčnimi diagrami. Reakcijske mešanice smo po dodatku substrata 
(Suc-AAPF-pNA) inkubirali 60 min pri 90 °C ali 60 °C, kot je navedeno pod posameznimi stolpci. Stolpci, 
označeni z zvezdico, prikazujejo proteolitično aktivnost lizatov, ki smo jih pred 60-minutno inkubacijo s 
substratom (pri 60 °C ali 90 °C) inkubirali 6 h pri 90 °C. 
 
Lizat s proteinom Per93-430 je bil aktiven le, če ga pred dodatkom substrata nismo inkubirali 
pri 90 °C (slika 40). Protein Per93-430  ni vseboval proregije, torej temperaturna aktivacija 
ni bila potrebna. Aktivnost tega lizata je bila višja pri 90 °C kot pri 60 °C. Do izgube 
aktivnosti v primeru predhodne inkubacije pri 90 °C je morda prišlo zaradi samorazgradnje 
ali pa denaturacije proteina Per93-430. Aktivnost lizata s proteinom Per138-430 pa je bila v 
vseh preizkušenih pogojih neznatna ter primerljiva z aktivnostmi negativne kontrole (tj. 
lizata z neaktivno različico propernizina proPerS355A).    
Aktivnost v lizatu s C-končno skrajšanim propernizinom proPer1-418 smo zaznali le po 
predhodni 6 urni inkubaciji pri 90 °C. Tako kot pri neskrajšanem propernizinu, je bila očitno 
tudi pri proteinu proPer1-418 potrebna temperaturna aktivacija, saj je proPer1-418 prav tako 
vseboval proregijo. Aktivnost aktiviranega proPer1-418 je bila višja pri 60 °C kot pri 90 °C 
(slika 40), torej nasprotno, kot smo opazili s cimografijo (slika 39). Lizat, ki je vseboval 
propernizin z v celoti izbrisano C-končno zunanjo regijo (proPer1-376) pa ni bil aktiven pri 
nobenem izmed preizkušenih pogojev (slika 40).  
Pri različicah pernizina, pri katerih smo zaznali aktivnost (neskrajšani propernizin, 
Per93-430 in proPer1-418), se je količina sproščenega p-nitroanilina razlikovala (slika 40). 
Najverjetneje si količine sintetiziranih različic pernizina v posameznih lizatih niso bile 
povsem enake. Posledično razlike v količini sproščenega p-nitroanilina ne odražajo nujno 
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razlik v specifičnih aktivnostih omenjenih različic pernizina. Opažene proteolitične 
aktivnosti v lizatih so bile posledica delovanja pernizina oziroma njegovih različic, saj je 
bila proteolitična aktivnost lizata z neaktivnim mutantom propernizina zanemarljiva. Prav 
tako je bila aktivnost lizata z aktiviranim pernizinom močno znižana, ko smo lizatu dodali 
proregijo (slika 41).  
 
 
Slika 41: Inhibicija aktivnosti pernizina v lizatu bakterij E. coli s proregijo. Diagram se nanaša na aktivnost 
lizata bakterij E. coli, ki so izražale protein proPer. Protein proPer v lizatu smo aktivirali s 6-urno inkubacijo 
pri 90 °C. Postopek analize vpliva proregije na proteolitično aktivnost pernizina v lizatu je podrobneje opisan 
v poglavju 3.2.11. Po dodatku substrata Suc-AAPF-pNA smo reakcijske mešanice inkubirali 60 min pri 60 °C 
ali 90 °C, kot je navedeno pod stolpci. Črna stolpca: proteolitična aktivnost lizata brez dodane proregije; siva 
stolpca: proteolitična aktivnost lizata po dodatku proregije.  
  
4.10 REZULTATI KRISTALIZACIJE PROPERNIZINA 
Da bi določili tridimenzionalno zgradbo propernizina z rentgensko kristalografijo, smo 
poskušali kristalizirati neaktivno različico propernizina, proPerS355A. Protein je bil najbolj 
topen v pufru bicin (pH 9,0), sledili so natrij-fosfatni pufer (pH 7,5), kalij-fosfatni pufer 
(pH 7,0) ter pufer HEPES (pH 8,0). Glede na to, da propernizin zavzame urejeno 
konformacijo le v prisotnosti kalcijevih ionov, smo za kristalizacijo tega proteina izbrali 
pufer 100 mM HEPES s pH 8,0, saj bicin ter fosfati vežejo kalcijeve ione. S testom PCT 
smo ugotovili, da je primerna koncentracija proteina proPerS355A za kristalizacijo med 5 in 
10 mg/mL v pufru 100 mM HEPES (pH 8,0), 10 mM CaCl2. Propernizin smo kristalizirali 
pri koncentraciji 5 mg/mL ter 8 mg/mL. Na sliki 42 je prikazanih nekaj izmed vseh kristalov, 
ki smo jih opazili pri optimiziranih pogojih v 2 µL kapljicah. Pogoji, pri katerih smo dobili 
omenjene kristale, so navedeni v preglednici 21. 
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Slika 42: Kristali  iz poskusov kristalizacije proteina proPerS355A. Pogoji, pri katerih so zrastli prikazani kristali 
(A-D), so navedeni v preglednici 21. Na sliki so navedene tudi velikosti kristalov.  
 
Preglednica 21: Pogoji, pri katerih so zrastli kristali, prikazani na sliki 42. 
Pogoj Kristalizacijski pufer Koncentracija 
proteinaa  
Čas nastanka 
kristala 
A 220 mM amonijev tartrat, 16 % PEG 3350 2,5 mg/mL 12 h 
B 220 mM amonijev tartrat, 20 % PEG 3350 4 mg/mL 21 h 
C 200 mM amonijev tartrat, 22 % PEG 3350 4 mg/mL 12 h 
D 160 mM amonijev sulfat, 16 % PEG 4000 2,5 mg/mL 56 dni 
a Koncentracija proteina proPerS355A v kapljici takoj po dodatku kristalizacijskega pufra. 
 
Kristali iz slike 42A-C niso ustrezno sipali rentgenskih žarkov, iz česar smo sklepali, da je 
šlo za kristale soli. Sipanja rentgenskih žarkov na kristalu iz slike 42D nismo preverili. 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 PRIDOBIVANJE REKOMBINANTNEGA PERNIZINA 
Izplen pernizina je po izolaciji iz gojišča arhej A. pernix prenizek za praktično uporabo (okoli 
0,1 mg na liter gojišča) [103, 105]. Catara in sodelavci [103] so prvi poročali o pripravi 
rekombinantnega pernizina v bakterijah E. coli, vendar rezultatov v omenjeni objavi niso 
prikazali. Za pripravo pernizina v bakterijah E. coli je bila potrebna prilagoditev gena za 
propernizin tako, da je zastopanost posameznih kodonov gena za propernizin ustrezala 
zastopanosti kodonov v genih bakterij E. coli [104]. Podobno je bilo ugotovljeno tudi za 
proizvodnjo pernizina v bakterijah Streptomyces rimosus [119]. 
Propernizin, ki se je po prekomernem izražanju nakopičil v citoplazmi bakterij E. coli, je bil 
topen, vendar agregiran. Do agregacije je morda prišlo zaradi nezadostne koncentracije 
ionov Ca2+ v citoplazmi ter posledične nezmožnosti zvitja propernizina. Zvitje homologne 
proteinaze, proTk-subtilizina, je v celoti odvisno od vezave Ca2+ [48], kar je verjetno razlog 
za nastanek netopnih inkluzijskih telesc proTk-subtilizina v citoplazmi bakterij E. coli [88]. 
Agregacijo propernizina smo v celoti preprečili z usmeritvijo sintetiziranega propernizina v 
periplazmo bakterij E. coli s signalnim peptidom OmpA. Periplazemski prostor celic je 
pogosto ugodnejši za zvijanje rekombinantnih proteinov, olajša pa tudi njihovo izolacijo 
[120], saj je v periplazmi delež celičnih proteinov manjši kot v citoplazmi. Prednost 
kopičenja rekombinantnih proteinov v periplazmi pa naj bi bila tudi njihova zaščita pred 
razgradnjo z endogenimi proteazami, ki so v večini v citoplazmi [121]. Kljub temu je bilo 
po izolaciji iz periplazme prisotnih več razgradnih produktov propernizina, do katerih je 
prišlo tudi pri njegovi neaktivni različici, verjetno kot posledica delovanja endogenih 
proteaz. Zanimivo je, da se je v periplazmo izločil tudi delež molekul propernizina, ki so 
vsebovale le nativni signalni peptid, kar priča o funkcionalnosti signalnega peptida iz arhej 
A. pernix v bakterijah E. coli. Arhejski in bakterijski signalni peptidi so si tudi sicer podobni 
[122].  
Pri proizvodnji rekombinantnih proteinov na industrijski ravni je zaželeno njihovo izločanje 
v gojišče, saj je izolacija tarčnih proteinov iz gojišča enostavnejša. Šnajder in sodelavci [119] 
so vzpostavili delujoč sistem za izločanje rekombinantnega pernizina iz bakterij S. rimosus 
v gojišče, pri čemer so na N-konec katalitične domene pernizina dodali signalni peptid SrT, 
ki izvira iz bakterij S. rimosus. Propernizin s signalnim peptidom OmpA smo prav tako 
zaznali v gojišču bakterij E. coli, vendar je bila količina izločenega propernizina (manj kot 
0,1 mg na liter kulture bakterij E. coli) prenizka za nadaljnje analize ali uporabo. Izločanje 
propernizina v gojišče bi morda lahko izboljšali z uporabo drugih signalnih peptidov ali pa 
z modifikacijo proregije propernizina. S slednjim pristopom so Fang in sodelavci [123] 
izboljšali izločanje prosubtilizina WF146 iz celic E. coli.  
 
5 Razprava 
82 
  
5.2 POČASNA AKTIVACIJA PROPERNIZINA 
Ugotovili smo, da je avtokatalitična pretvorba propernizina v aktivno obliko odvisna od 
prisotnosti kovinskih ionov Ca2+. Prav tako so ioni Ca2+ potrebni za aktivacijo proteaze, 
homologne propernizinu, proTk-subtilizina iz arheje T. kodakarensis, saj omogočijo njeno 
pravilno zvitje [41]. V primerjavi s proTk-subtilizinom je aktivacija propernizina znatno 
počasnejša. Pri 90 °C se je propernizin pri 10 mM Ca2+ popolnoma pretvoril v aktivno obliko 
po 2 h, pri 80 °C pa šele po 12 h. Pri nižjih koncentracijah Ca2+ je bila aktivacija propernizina 
še počasnejša. Proteinaza proTk-subtilizin se pri 80 °C in 10 mM Ca2+ aktivira že po 10 min, 
zmožna pa je aktivacije tudi pri 60 °C [124]. Aktivacije propernizina pri temperaturah, nižjih 
od 80 °C, po 12 h nismo zaznali. V nasprotju z aktivacijo, avtoprocesiranje propernizina (tj. 
cepitev peptidne vezi med proregijo in katalitično domeno) ni odvisno od  visoke 
temperature ter prisotnosti ionov Ca2+.  
Hitrost aktivacije proteaz iz družine subtilizinov omejujeta dva koraka, in sicer sprostitev 
proregije s katalitične domene po avtoprocesiranju ter naknadna razgradnja sproščene 
proregije [74]. Razlog počasnejše aktivacije propernizina v primerjavi s proTk-subtilizinom 
bi torej lahko bila močnejša interakcija med proregijo in katalitično domeno pernizina 
oziroma višja stabilnost sproščene proregije pernizina. Za potrditev te domneve bi morali 
neposredno primerjati stabilnosti ter inhibitorne aktivnosti proregij tako pernizina, kot 
Tk-subtilizina.  
  
5.3 VLOGA PROREGIJE PRI AKTIVACIJI PROPERNIZINA 
Proregije mnogih proteaz imajo pri aktivaciji dvojno vlogo. Po biosintezi sprva delujejo kot 
intramolekulski šaperoni, s čimer omogočijo zvitje proteazne katalitične domene, zatem pa 
jo inhibirajo, dokler ne nastopijo ugodni pogoji za aktivacijo proteaze. Kljub ohranjenosti 
šaperonske vloge proregij pri vrsti različnih proteaz [73, 78, 125-129] izrazitega vpliva 
proregije na zvitje katalitične domene pernizina in vitro nismo zaznali. Ključno vlogo 
proregije pri zvitju pernizina lahko izključimo tudi na podlagi opažene proteolitične 
aktivnosti katalitične domene pernizina, navkljub njeni sintezi brez proregije. Podobno smo 
opazili tudi pri pernizinu, sintetiziranem brez proregije, v bakterijah S. rimosus [119]. 
Proregija pernizina je inhibirala katalitično domeno tako pri 20 °C, kot pri 90 °C. Sklepamo 
torej, da je glavna vloga proregije pernizina inhibicija katalitične domene in s tem nadziranje 
aktivacije propernizina. V nasprotju s proregijami bakterijskih subtilizinov, ki in trans 
inhibirajo pripadajočo katalitično domeno šele ob več desetkratnem molarnem presežku 
[130], smo popolno inhibicijo katalitične domene pernizina zaznali že ob približno 
trikratnem molarnem presežku proregije pernizina. Znano je, da so izolirane proregije 
subtilizinov iz mezofilnih bakterij neurejene ter zavzamejo zvito konformacijo le, ko so v 
kompleksu s pripadajočo katalitično domeno [78, 83, 131]. Po sprostitvi s katalitične domene 
se proregije teh subtilizinov torej destabilizirajo in postanejo občutljive na razgradnjo s strani 
katalitične domene, kar omogoči končno aktivacijo mezofilnih prosubtilizinov že pri nižjih 
temperaturah. V nasprotju z omenjenimi ugotovitvami glede bakterijskih subtilizinov naši 
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rezultati kažejo na to, da je izolirana proregija pernizina pri 20 °C zvita ter stabilna. To 
verjetno prepreči njeno razgradnjo s strani katalitične domene pernizina, kar bi lahko 
razložilo nezmožnost aktivacije propernizina pri nižjih temperaturah.  Podobno je bilo 
ugotovljeno tudi za proregijo Tk-subtilizina, ki je pri 20 °C prav tako zvita [132]. S 
cirkularnim dikroizmom smo ugotovili, da se terciarna zgradba izolirane proregije pernizina 
destabilizira šele pri višji temperaturi. To bi lahko razložilo odvisnost aktivacije propernizina 
od visokih temperatur, pri katerih proregija očitno postane občutljiva na razgradnjo. 
Povezavo med neurejeno konformacijo proregije in zmožnostjo aktivacije termostabilnega 
prosubtilizina, in sicer proTk-subtilizina, so utemeljili tudi Pulido in sodelavci [132]. Z 
uvedbo mutacij, ki so destabilizirale proregijo Tk-subtilizina pri 20 °C, so znižali 
temperaturo, potrebno za aktivacijo te proteinaze.  
Marie-Claire in sodelavci [133] so poročali o denaturaciji proregije akvalizina I, subtilizinu 
podobne proteinaze iz termofilne bakterije Thermophilus aquaticus, pri 80 °C ter s tem 
razložili aktivacijo proakvalizina I pri višjih temperaturah. Na podlagi teh rezultatov so 
sklepali, da ima proregija akvalizina I pri visokih temperaturah, optimalnih za aktivnost 
akvalizina I, nižjo zmožnost inhibicije katalitične domene te proteinaze. Ob pregledu 
literature nismo našli nobene raziskave, v kateri bi proučili delovanje proregij termostabilnih 
subtilizinov pri visoki temperaturi. Pulido in sodelavci [132, 134] so inhibitorno aktivnost 
proregije Tk-subtilizina preverili le pri 20 °C, saj naj bi pri višjih temperaturah prišlo do 
njene razgradnje, kar privede do hitre aktivacije Tk-subtilizina pri 80 °C. Najverjetneje je 
aktivacija propernizina je izrazito počasna prav zaradi visoke odpornosti proregije pernizina 
proti razgradnji. To nam je omogočilo, da smo lahko preverili inhibitorno aktivnost proregije 
pernizina tudi pri visoki temperaturi, pri kakršni rastejo arheje A. pernix. Naši rezultati analiz 
inhibitornih aktivnosti proregije pernizina kažejo prav nasprotno od predvidevanj 
Marie-Claire in sodelavcev [133]; proregija pernizina je inhibirala katalitično domeno 
močneje pri 90 °C kot pri 20 °C. Na podlagi tega predvidevamo, da proregija pernizina v 
kompleksu s katalitično domeno pri visokih temperaturah ni destabilizirana. Sklepamo lahko 
tudi, da je interakcija med proregijo pernizina in katalitično domeno pri višji temperaturi 
močnejša. Proregije termostabilnih subtilizinov so se očitno prav tako kot katalitične domene 
prilagodile na višje temperature. Zmožnost inhibicije pri visokih temperaturah je namreč 
ključna za zaviranje proteolitične aktivnosti subtilizinov iz termofilnih organizmov, preden 
se izločijo v zunajcelično okolje. S tem proregija nudi zaščito pred nenadzorovano 
razgradnjo celici lastnih proteinov.  
Iz analiz inhibicije se je izkazalo, da proregija pernizina pri 20 °C inhibira katalitično 
domeno preko počasne vezave s tesnim prileganjem. Takšen mehanizem inhibicije s 
proregijami so ugotovili tudi pri mezofilnih subtilizinih [135] ter Tk-subtilizinu [132, 134]. 
Pri 90 °C mehanizma inhibicije s počasno vezavo inhibitorja nismo zaznali, saj se je verjetno 
ravnotežje med nevezano in vezano proregijo z zrelim pernizinom vzpostavilo, še preden 
smo uspeli pričeti z meritvijo signala. Od trenutka, ko je zreli pernizin prišel v kontakt s 
substratom ter do začetka meritve signala je v našem primeru poteklo približno 10 s. Da bi 
ugotovili mehanizem inhibicije katalitične domene pernizina s proregijo pri 90 °C, bi morali 
analize izvesti s spektrometrom z ustavljenim pretokom, ki omogoča spremljanje kinetike 
reakcij v precej nižji časovni skali (milisekundah). Proregija pernizina je inhibirala le zreli 
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pernizin, ni pa močneje vplivala na aktivnost subtilizina Carlsberg iz mezofilne bakterije 
B. licheniformis. Skladno s to ugotovitvijo smo z gelsko filtracijo zaznali interakcijo 
proregije le z zrelim pernizinom, ne pa tudi s subtilizinom Carlsberg. Proregiji pernizina in 
subtilizina Carlsberg sta si homologni (47 % identičnosti) le v 15 C-končnih aminokislinskih 
ostankih. Kljub temu, da večina aminokislinskega zaporedja proregije pernizina ni 
homologna zaporedju proregije subtilizina Carlsberg, sta si njuni tridimenzionalni zgradbi 
podobni. Predvidevamo, da je učinkovito inhibitorno delovanje proregije v veliki meri 
odvisno tudi od konformacije katalitične domene. Katalitična domena mezofilnega 
subtilizina Carlsberg je verjetno pri 60 °C zavzela manj urejeno konformacijo kot pri 20 °C, 
kar je vodilo do šibkejše inhibicije subtilizina Carlsberg s proregijo pernizina pri višji 
temperaturi. Nasprotno, verjetno katalitična domena pernizina pri višji temperaturi zavzame 
ugodnejšo konformacijo za interakcijo s proregijo. Več raziskav sicer poroča o navzkrižnem 
delovanju proregije določenega subtilizina na homologne subtilizine. Na primer, proregija 
subtilizina E inhibira subtilizina Carlsberg ter BPN' [129], prav tako lahko proregija 
termostabilnega akvalizina I pripomore k zvitju in inhibiciji katalitičnih domen mezofilnih 
subtilizinov E in BPN' [133, 136]. Yabuta in sodelavci [137] so na podlagi primerjave 
proregij različnih subtilizinov načrtovali in sintetizirali umetno proregijo, ki je bila zmožna 
zviti ter inhibirati katalitično domeno subtilizina E. Umetna proregija je delovala na 
subtilizin E kljub zgolj 16 % identičnosti aminokislinskega zaporedja z naravno proregijo 
subtilizina E ter razliki v njunih izoelektričnih točkah za 5 enot pH. Omenjene raziskave so 
glavni razlog delovanja proregij na različne subtilizine pripisale njihovim ohranjenim 
tridimenzionalnim zgradbam. Na podlagi naše ugotovitve, da proregija pernizina ne 
interagira z mezofilnim subtilizinom, sklepamo, da ohranjena organiziranost 
tridimenzionalne zgradbe ni edini pogoj za delovanje proregije na različne subtilizine. 
Najverjetneje so pri tem ključne ustrezne interakcije na stičišču med proregijo ter katalitično 
domeno ter naleganje C-terminalnega konca proregije v aktivno mesto proteaze.  
  
5.4 VLOGA KALCIJA PRI AKTIVACIJI PROPERNIZINA 
Aktivacija propernizina je poleg od visoke temperature odvisna tudi od prisotnosti ionov 
Ca2+. S cirkularnim dikroizmom, spektrofluorimetrijo ter elektroforezno analizo smo 
ugotovili, da ioni Ca2+ inducirajo zvitje neprocesiranega propernizina v urejeno 
konformacijo. Razmerje med CaCl2 in proteinom proPerS355A, ki je bilo potrebno za zvitje 
tega proteina, je bilo skladno z razmerjem, pri katerem se je avtoprocesirani proPer* 
pretvoril v aktivno obliko in dosegel najvišjo proteolitično aktivnost. Prehod propernizina v 
urejeno konformacijo je torej potreben za njegovo uspešno aktivacijo. Podobno vlogo Ca2+ 
so ugotovili tudi pri homolognem proTk-subtilizinu, ki je prav tako kot propernizin ob 
odsotnosti Ca2+ neurejen, z vezavo Ca2+ pa preide v konformacijo, zmožno avtokatalitične 
aktivacije [41, 48]. 
Proces aktivacije propernizina je bil nenavaden s stališča prvega koraka tega procesa, 
avtoprocesiranja. Namreč, neprocesirani proPer je bil hitro podvržen avtoprocesiranju (tj. 
cepitvi vezi med proregijo in katalitično domeno) zgolj v odsotnosti CaCl2. Ob dodatku 
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CaCl2 pa avtoprocesiranja (pretvorbe proPer v proPer*) nismo opazili, saj je zreli pernizin 
še pred tem razgradil neprocesirani proPer. Zreli pernizin je verjetno nastal iz že obstoječe 
avtoprocesirane oblike propernizina, ki smo jo iz periplazme bakterij E. coli izolirali hkrati 
z neprocesirano obliko. Avtoprocesirana oblika pa se je pretvorila v zrelo obliko le v 
prisotnosti CaCl2. Na podlagi teh opažanj lahko sklepamo, da ioni Ca2+ (i) inducirajo zvitje 
neprocesiranega propernizina; (ii) znatno upočasnijo avtoprocesiranje propernizina 
(pretvorbo proPer v proPer*); (iii) omogočijo dokončno aktivacijo avtoprocesirane oblike 
propernizina (pretvorbo proPer* v zreli pernizin); (iv) stabilizirajo zreli pernizin. Vpliv 
temperature in ionov Ca2+ na proces aktivacije propernizina je shematsko prikazan na sliki 
43.  
 
 
Slika 43: Shematski prikaz modela aktivacije propernizina. Proregija (vijolično) je povezana s katalitično 
domeno (modro) preko peptidnega povezovalca (črna črta). Peptidni povezovalec je sestavljen iz C-končnega 
področja proregije ter N-končnega področja katalitične domene. Aktivno mesto na katalitični domeni je 
prikazano z oranžno zvezdico. Neurejene/nestabilne domene so obkrožene s prekinjeno črto. Zvite domene so 
obkrožene z neprekinjeno črto. (A) V odsotnosti Ca2+ je neurejeni propernizin podvržen hitremu 
avtoprocesiranju, pri čemer pride do cepitve vezi znotraj peptidnega povezovalca. Tako nastane nekovalentni 
kompleks proregije in katalitične domene, ki reverzibilno disocira. Pri 20 °C je sproščena regija odporna na 
razgradnjo s katalitično domeno. Pri 90 °C pride do avtolize avtoprocesiranega kompleksa. (B) V prisotnosti 
Ca2+ neprocesirani propernizin zavzame urejeno konformacijo. Avtoprocesiranje propernizina z vezanimi ioni 
Ca2+ je počasno. Pri 20 °C nekovalentni kompleks proregije in katalitične domene disocira hitreje kot pri 90 
°C, kot je nakazano s puščicami. Sproščena proregija postane dovzetna na razgradnjo s katalitično domeno le 
pri 90 °C, kar vodi v nastanek zrelega, aktivnega pernizina. 
 
Neurejeni propernizin brez vezanih ionov Ca2+ je torej v večji meri podvržen 
avtoprocesiranju kot urejeni propernizin z vezanim Ca2+. Ob sintezi v bakterijah E. coli je 
bil propernizin najverjetneje izpostavljen nizkim koncentracijam prostih ionov Ca2+. 
Koncentracije ionov Ca2+ v citoplazmi E. coli namreč znašajo približno 1 µM, v periplazmi 
pa je ta koncentracija lahko višja, odvisno od njegove koncentracije v gojišču [138]. Ob 
očitnem pomanjkanju Ca2+ se je delež molekul sintetiziranega propernizina v bakterijah 
E. coli pretvoril v avtoprocesirano obliko, kar smo opazili po izolaciji propernizina iz teh 
bakterij. Znotrajcelične koncentracije prostih ionov Ca2+ v arhejah A. pernix ali ostalih 
morskih hipertermofilnih arhejah niso znane, zunajcelično okolje teh organizmov pa je 
bogato s Ca2+. Koncentracija kalcija v morski vodi znaša približno 10 mM. Arheje A. pernix 
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sintetizirani propernizin izločijo iz celice, torej propernizin in vivo najverjetneje ni 
izpostavljen okolju brez Ca2+ (npr. citoplazmi arhej A. pernix), vsaj ne toliko časa, da bi se 
brez vezanega Ca2+ pretvoril v avtoprocesirano obliko. Če predpostavimo, da je hitrost 
izločanja propernizina iz celic arhej A. pernix višja od hitrosti njegovega avtoprocesiranja v 
odsotnosti Ca2+, bo izločeni neprocesirani propernizin sprva vezal Ca2+ ter se zvil v urejeno 
konformacijo. Ta bo zatem omogočila počasno avtoprocesiranje ter končno aktivacijo 
propernizina. Podoben proces aktivacije in vivo so predpostavili za proTk-subtilizin [132] in 
proteaze, podobne termolizinu [139]. Ne glede na to pa so možni tudi ostali načini aktivacije 
propernizina in vivo. Če se sintetizirani propernizin dovolj dolgo zadrži znotraj celice, torej 
znotraj okolja z nizkimi koncentracijami Ca2+, bo v neurejenem stanju predvidoma podvržen 
hitremu avtoprocesiranju. V tem primeru bi se propernizin v zunajcelično okolje izločil v 
neurejeni ter hkrati že avtoprocesirani obliki. Izločeni propernizin* bi zatem vezal Ca2+ ter 
zavzel ugodno konformacijo za dokončno aktivacijo, torej razgradnjo proregije. V tem 
primeru bi bila celotna pretvorba propernizina iz neaktivne v aktivno obliko zaradi hitrega 
avtoprocesiranja v citoplazmi hitrejša.  
Kalcijevi ioni so torej ključni okoljski signal, ki sproži aktivacijo propernizina. Znano je, da 
vsa vezavna mesta za Ca2+ pri subtilizinih niso specifična zgolj za vezavo Ca2+. Namreč, v 
nekaterih kristalnih zgradbah bakterijskih subtilizinov so v nizko-afinitetnem mestu za 
vezavo Ca2+ predvideli ion Na+ [45, 140]. V nizko-afinitetno mesto za vezavo Ca2+ 
akvalizina I se lahko vežejo tudi kovinska iona La3+ in Sr2+ ter lantanoidna iona Nd3+ in Tb3+. 
Ti imajo podoben polmer kot ioni Ca2+ in prav tako stabilizirajo zgradbo akvalizina I [141]. 
V naravnem okolju pernizina so v večji meri kot kalcijevi, prisotni natrijevi ter magnezijevi 
ioni. Pokazali smo, da se ioni Na+ ter Mg2+ v vezavna mesta za Ca2+ na propernizinu ne 
vežejo, vsaj ne na način, da bi tako kot ioni Ca2+ vplivali na njegovo konformacijo. Na tem 
mestu velja tudi omeniti, da so ioni Cu2+, Cd2+ ter Zn2+, povzročili agregacijo propernizina. 
Ioni težkih kovin se lahko vežejo na različne funkcionalne skupine v proteinih (tiolne, 
imidazolne in karboksilne skupine) in posledično preprečijo interakcije, ki vzdržujejo 
pravilno, zvito obliko proteinov [142]. Omenjeni ioni so torej najverjetneje povzročili 
agregacijo propernizina z nespecifično vezavo na različna mesta.  
 
5.5 VLOGA EDINSTVENE INSERCIJE PRI AKTIVACIJI 
PROPERNIZINA 
Kalcijevi ioni regulirajo aktivacijo tako propernizina, kot proTk-subtilizina. Ta podobnost 
ni naključna, saj je vseh sedem vezavnih mest za Ca2+ iz Tk-subtilizina ohranjenih pri 
pernizinu. Zanimivo je, da je večina glutaminskih in asparaginskih ostankov, ki jih najdemo 
v mestih Ca1 ter Ca5 pri Tk-subtilizinu, zamenjanih z glutamatnimi in aspartatnimi ostanki 
pri pernizinu. Uvedba aminokislinskih ostankov z negativno nabitimi stranskimi verigami 
morda poviša afiniteto za vezavo Ca2+ v ti dve mesti. Podobno je bilo ugotovljeno pri 
sorodnih termostabilnih subtilizinih; termitazi iz bakterij Thermoactinomyces vulgaris [143] 
(37 % identična pernizinu) in proteazi Ak.1 iz bakterij Bacillus sp. Ak.1 [45] (36 % identična 
pernizinu). Zvitje ter aktivacijo proTk-subtilizina v glavni meri omogočata dve inserciji, ki 
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tvorita vezavna mesta za ione Ca2+. Obe inserciji sta ohranjeni pri pernizinu, torej bi 
pričakovali podoben način aktivacije obeh proteinaz. Kljub temu je pri katalitični domeni 
pernizina še dodatna insercija z motivom za vezavo Ca2+, ki je odsotna pri Tk-subtilizinu, 
pa tudi pri vseh ostalih znanih proteazah iz družine subtilizinov. Glede na model 
tridimenzionalne zgradbe propernizina omenjena edinstvena insercija omogoči nastanek 
površinske zanke tik pred začetkom β-ploskve osrednjega jedra katalitične domene. 
Zanimivo je, da sta oba razgradna produkta proteina proPerS355A, ki smo ju zaznali po 
izolaciji tega proteina iz bakterij E. coli, nastala s cepitvijo v območju, ki ustreza omenjeni 
zanki. V tem območju je prišlo tudi do cepitve različice propernizina z mutiranim motivom 
za vezavo Ca2+ (proPerΔCa) na tej zanki. Pri različici propernizina z izbrisano insercijo 
(proPerΔIS) pa teh cepitev nismo zaznali, torej ta insercija očitno prispeva k nastanku 
nestabilnega področja na pernizinu. To področje bi lahko zares ustrezalo površinski zanki, 
ki je brez vezanega iona Ca2+ fleksibilna ter občutljiva na cepitev z endogenimi proteazami.  
Naši rezultati kažejo, da je edinstvena insercija pri pernizinu ključna za učinkovito zvitje 
neprocesiranega propernizina ter proteolitično stabilnost katalitične domene med procesom 
aktivacije. Na podlagi analize s cirkularnim dikroizmom sklepamo, da ta insercija sicer ni 
potrebna za konformacijsko stabilnost propernizina pri temperaturah do 90 °C. Ključne 
vloge proučene insercije pri aktivaciji propernizina nismo pričakovali, saj je proTk-subtilizin 
prav tako zmožen aktivacije pri visokih temperaturah, čeprav nima te insercije. Pernizin je 
očitno brez te edinstvene insercije proteolitično manj stabilen kot Tk-subtilizin. Potrebo 
pernizina po dodatni inserciji bi lahko razložili tudi s tem, da je morda proteolitična aktivnost 
pernizina višja od aktivnosti Tk-subtilizina, za kar je potrebna dodatna stabilizacija pernizina 
z omenjeno insercijo. Pirolizin, subtilizinu podobna proteinaza iz hipertermofilnih arhej 
Pyrococcus furiosus, znotraj katalitične domene prav tako vsebuje insercijo, ki z vezavo iona 
Ca2+ olajša aktivacijo ter zviša temperaturno stabilnost te proteinaze [54]. Vključevanje 
insercij z zmožnostjo vezave Ca2+ je očitno pogosta strategija prilagoditve arhejskih 
subtilizinu podobnih proteaz na okolja z visokimi temperaturami.  
 
5.6 AKTIVNOST IN TEMPERATURNA STABILNOST 
PERNIZINA 
Proteolitično aktivnost zrelega pernizina smo preverili z različnimi proteinskimi substrati iz 
mezofilnih organizmov. Razgradnja teh substratov je bila pričakovano višja pri višjih 
temperaturah, saj so takrat proteinski substrati zaradi denaturacije bolj dovzetni za 
razgradnjo. Poleg tega je pri višji temperaturi višja tudi aktivnost pernizina. Vrednost kcat 
pernizina je bila pri 90 °C približno desetkrat višja kot pri 20 °C, čeprav je bila afiniteta 
pernizina do sintetičnega substrata Suc-AAPF-pNA pri višji temperaturi nižja. Zreli pernizin 
je bil izjemno temperaturno stabilen, saj je njegov razpolovni čas pri 120 °C znašal 7 h. 
Glede na te rezultate je pernizin precej stabilnejši od ostalih termostabilnih proteaz, npr. 
pirolizina iz P. furiosus z razpolovnim časom 4 h pri 100 °C [144] in Tk-subtilizina z 
razpolovnim časom 50 min pri 100 °C [41]. Predhodno so določili razpolovni čas nativnega 
pernizina, izoliranega iz arhej A. pernix, 1 h pri 100 °C [103]. Razpolovni čas 
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rekombinantnega pernizina iz S. rimosus je pri 98 °C znašal 6 h [119]. Različni razpolovni 
časi pernizina so morda posledica različnih koncentracij CaCl2 in pufrov, uporabljenih pri 
testih temperaturne stabilnosti pernizina. V tej doktorski nalogi smo uporabili koncentracijo 
CaCl2, ki je primerljiva s koncentracijo kalcija v morski vodi (10 mM), v prej omenjenih 
raziskavah pa so uporabili nižjo koncentracijo CaCl2 (1 mM). 
Razgradni produkti propernizina, ki so bili prisotni po izolaciji iz bakterij E. coli, so nastali 
s cepitvijo v področju N-konca katalitične domene pernizina, kot smo ugotovili z Edmanovo 
razgradnjo. Vsi razgradni produkti so bili na cimogramu proteolitično aktivni. Prekomerna 
sinteza rekombinantnih proteinov gostiteljskim celicam obremeni metabolizem [145-147]. 
Donos pernizina v bakterijah E. coli bi torej morda lahko povišali s sintezo načrtno skrajšane 
katalitične domene pernizina, pri čemer bi ta morala ohraniti visoko aktivnost in 
temperaturno stabilnost celotne katalitične domene pernizina. Če smo sintetizirali katalitično 
domeno brez proregije, je bila njena aktivnost pri 90 °C višja kot pri 60 °C. To potrjuje, da 
proregija ni potrebna za zvitje katalitične domene pernizina v aktivno in temperaturno 
stabilno konformacijo. Podobno so ugotovili tudi Šnajder in sod. [119], ki so brez proregije 
sintetizirali aktiven in temperaturno stabilen pernizin v bakterijah S. rimosus. Proregija je 
sicer obvezna za zvitje subtilizinov iz bakterij [73, 77, 130, 131, 148].  
Katalitična domena pernizina je sestavljena iz osrednjega jedra z značilno αβα-zgradbo, ter 
zunanje N-končne in C-končne regije izven osrednjega jedra. Obe zunanji regiji pri 
Tk-subtilizinu vsebujeta mesti za vezavo Ca2+, ki prispevata k visoki temperaturni stabilnosti 
te proteinaze [48, 49]. Ugotovili smo, da je zunanja N-končna regija prav tako pomembna 
za stabilnost pernizina. Aktivnost različice z izbrisano N-končno zunanjo regijo 
(Per138-430) je bila namreč višja pri 60 °C kot pri 90 °C. Tudi C-končna zunanja regija 
katalitične domene pernizina očitno prispeva k termostabilnosti oziroma aktivnosti 
pernizina, z izjemo C-končne α-vijačnice, ki ni vplivala na aktivnost pernizina pri visokih 
temperaturah.  
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6 ZAKLJUČKI 
 
- Agregacijo propernizina v citoplazmi bakterij E. coli smo preprečili s preusmeritvijo 
sintetiziranega propernizina v periplazmo bakterij E. coli in s tem olajšali postopek 
pridobivanja rekombinantnega propernizina.  
 
- Zvitje propernizina je povsem odvisno od kalcijevih ionov, proregija pa nima ključne 
vloge pri njegovem zvitju. Ta ugotovitev potrjuje hipotezi 1 in 2. 
 
- Proces aktivacije propernizina podobno kot pri ostalih subtilizinih poteče v več 
korakih: zvitje propernizina, cepitev peptidne vezi med proregijo in katalitično 
domeno (avtoprocesiranje), sprostitev ter razgradnja proregije. 
 
- Avtoprocesiranje propernizina je hitrejše v odsotnosti kalcijevih ionov, torej ko je 
propernizin v neurejeni konformaciji. 
 
- Zadnji korak aktivacije propernizina (sprostitev ter razgradnja proregije) poteče le v 
prisotnosti kalcijevih ionov, ki so ključni za stabilizacijo katalitične domene 
pernizina. Ta ugotovitev dodatno potrjuje hipotezo 2.  
 
- Edinstvena insercija znotraj katalitične domene pernizina omogoči nastanek 
dodatnega, osmega mesta za vezavo Ca2+, ki zaščiti katalitično domeno pred avtolizo 
med aktivacijo. S to ugotovitvijo smo potrdili hipotezo 3. 
 
- Odkrito osmo mesto za Ca2+ prispeva tudi k urejeni konformaciji propernizina, ni pa 
ključno za konformacijsko stabilnost pri temperaturah do 90 °C.  
 
- Neprocesirani propernizin je tudi ob prisotnosti kalcijevih ionov dovzeten za 
razgradnjo z zrelim pernizinom, avtoprocesirana oblika (nekovalentni kompleks 
proregije in katalitične domene) pa je na razgradnjo odporna. 
 
- Proregija z močno inhibicijo katalitične domene pri visokih temperaturah zagotovi, 
da se čim večje število molekul propernizina pretvori v stabilno, avtoprocesirano 
obliko, še preden se prva avtoprocesirana molekula s sprostitvijo ter razgradnjo 
proregije pretvori v aktivno obliko, ki bi razgradila še neprocesirani propernizin. Ta 
ugotovitev potrjuje hipotezo 1.  
 
- Sproščena proregija pernizina je pri nižjih temperaturah zvita in stabilna, pri 
temperaturi 90 °C pa se destabilizira. Sklepamo, da je katalitična domena pernizina 
zmožna razgraditi le destabilizirano proregijo, kar pojasni potrebo po visokih 
temperaturah za aktivacijo propernizina.  
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- Pernizin je izredno temperaturno stabilen, pri čemer so ključna tudi področja zunaj 
osrednjega jedra katalitične domene, ki vsebujejo mesta za vezavo Ca2+. Pernizin bi 
torej bil primeren za uporabo v tehnoloških procesih, ki potekajo pri visokih 
temperaturah, ter za razgradnjo robustnih proteinskih substratov, kot so na primer 
agregati prionov. 
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